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In den Vereinigten Staaten ist das Bronchialkarzinom die häufigste 
Todesursache  maligner Neoplasien sowohl bei Männern als auch bei Frauen 
(Jemal et al. 2006). In 80% der Fälle handelt es sich bei der Erkrankung um 
nichtkleinzellige Bronchialkarzinome, die sich bei Diagnosestellung oftmals 
bereits in einem lokal fortgeschrittenen oder metastasierten Stadium befinden.  
Im Jahr 2006  bildete das Bronchialkarzinom in den Vereinigten Staaten mit 
92.700 Neuerkrankungen bei Männern (das sind 13% aller malignen 
Neoplasien bei Männern) und 81.770 Neuerkrankungen bei Frauen (das sind 
12% aller malignen Neoplasien bei Frauen) nach dem Prostata- bzw. 
Mammakarzinom die zweithäufigste maligne Tumorerkrankung. Bezüglich der 
Mortalität forderte die Erkrankung bei Männern 90.330 (31%) und bei Frauen 
72.130 (26%) Todesfälle und ist somit bei beiden Geschlechtern für die meisten 
tumorbedingten Todesfälle verantwortlich. Weltweit ist die Situation vergleichbar 
(Jemal et al. 2006) (ACS 2006). (Tabelle 1.1.1 und 1.1.2) 
 
 
Abbildung 1.1.1.: Entwicklung der Neuerkrankungsrate an Lungenkarzinomen 
(rosa Kurve) im Vergleich zu anderen  ausgewählten malignen Neoplasien bei 
Männern (linke Grafik) und Frauen (rechte Grafik), USA, 1975 bis 2002  
Quelle: www.seer.cancer.gov 
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Tabelle 1.1.1.: Geschätzte Krebsneuerkrankungen; USA, 2006 
 Männer Frauen 
Lunge 92.700   =   13 % 81.770   =     12% 
Prostata 234.460 =   33 %  
Mamma  212.920  =    31% 
Kolorektal 72.800   =   10 % 75.810    =    11% 




Abbildung 1.1.2.: Entwicklung der Mortalität an Lungenkarzinom (blaue Kurve) 




Tabelle 1.1.2.: Geschätzte Anzahl an Todesfällen durch maligne Erkrankungen, 
USA, 2006 
 Männer Frauen 
Lunge 90.330   =   31% 72.130   =  26% 
Prostata 27.350   =     9%  
Mamma  40.970   =  15% 
Kolorektal 27.870   =   10% 27.300   =  10% 
GESAMT 291.270 = 100% 273.560 = 100% 
Quelle: www.cancer.org 
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Die Inzidenz der Erkrankung hat vor allem in den Vereinigten Staaten seit 1930 
bei beiden Geschlechtern stark zugenommen. Die Inzidenz bei Männern ist in 
allen Altersstufen jedoch höher als bei den Frauen (Thun et al. 2006). Seit 1960 
ist besonders bei den Frauen eine starke Zunahme der Inzidenz zu 
beobachten.  
 
Auch in Deutschland hat das Bronchialkarzinom  das Kolon- und 
Prostatakarzinom eingeholt und ist mittlerweile auch in Deutschland häufigste 
Todesursache maligner Neoplasien bei Männern. Bei den Frauen steht 
bezüglich der Mortalität maligner Neoplasien das Mammakarzinom an erster 
Stelle, gefolgt von dem Bronchialkarzinom an zweiter Stelle und dem 
Kolonkarzinom an dritter Stelle (aus: Gesundheitsberichtserstattung des 
Bundes http://www.gbe-bund.de/).  
 
 
Abbildung 1.1.3.:  Mortalität des Bronchialkarzinoms in den Vereinigten Staaten 
zwischen den Jahren 1930 bis 1998 (Alberg et al. 2003) Die schwarzen Pfeile 
markieren die Jahre 1930 und 1960.  
 
Die starke Zunahme der Mortalität des Bronchialkarzinoms bei Frauen ist u.a. 
auf die Zunahme des Tabakkonsums bei Frauen zurückzuführen. Diskutiert 
werden aber auch geschlechtsspezifische Unterschiede in der Entstehung und 
der sich anschließenden Therapie (Belani et al. 2006). Während sich bei den 
Männern die Neuerkrankungsrate an Lungenkarzinom seit 1980 kaum 
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verändert hat, hat sich diese bei den Frauen bereits verdoppelt (Haussinger et 




Der Entstehung maligner Neoplasien der Lunge können einer Vielzahl an 
Risikofaktoren zugeordnet werden. Zu den Kanzerogenen gehören chemische 
Verbindungen, wie z.B. Arsen, Asbest, Radon, polyzyklische 
Kohlenwasserstoffe, radioaktive Substanzen, inhalative Chemikalien wie 
Beryllium, Vinylchlorid, Nickelchromate, u.a. (www.cancer.org). Der 
Hauptrisikofaktor für die Entstehung eines Bronchialkarzinoms bleibt das 
inhalative Zigarettenrauchen (Alberg et al. 2003) (Jemal et al. 2001), das die 
Lebenszeit bei starken Rauchern um ca. 10 Jahre verkürzt (Doll et al. 2004). 
Aber auch das Passivrauchen ist als wichtiger Risikofaktor zu nennen. Im 
Vergleich zu Nichtrauchern haben männliche Raucher ein 22-mal, weibliche 
Raucher ein 12-mal höheres Risiko an einem Bronchialkarzinom zu erkranken, 
wobei steigende Anzahl an „packyears“ und Anzahl der gerauchten Zigaretten 
mit einem höheren Erkrankungsrisiko einhergeht (Haussinger & Kohlhaufl 
2005).  
Auch die Ernährung spielt eine Rolle in der Entstehung eines 
Bronchialkarzinoms. Raucher, die selten Obst oder Gemüse verzehren, haben 
ein doppelt so hohes Erkrankungsrisiko als Raucher, die regelmäßig Obst und 
Gemüse zu sich nehmen (Rylander et al. 2006). 
Neben den exogenen Faktoren spielen auch endogene Faktoren eine Rolle in 
dem Erkrankungsrisiko. Genetisch prädisponiert sind  Verwandte 1. Grades 
eines an Bronchialkarzinom erkrankten Patienten, die ein ca. 2,5-fach erhöhtes 
Risiko haben ebenfalls an einem Bronchialkarzinom zu erkranken (Hiddemann 
W. 2004).  




Die 1981 von der World Health Organization verfasste histologische Einteilung 
der Neoplasien der Lunge wurde 1999 (Brambilla et al. 2001) und 2004 
(Beasley et al. 2005) in aktualisierter Fassung neu herausgegeben. Die 
vorangegangenen Veröffentlichungen waren bis dahin uneinheitlich und oftmals 
nicht reproduzierbar (Gibbs et al. 2001).  
Als Grundlage einer optimierten Diagnostik und Therapie ist eine exakte 
histologische Klassifikation von Bedeutung um u.a. die Prognose der 
Erkrankung richtig einschätzen zu können. 
 
Tabelle 1.3.1.: Zusammenfassung der histologischen Klassifikation des 
Bronchialkarzinom nach WHO 1999 (Brambilla et al. 2001) und 2004 (Beasley 
et al. 2005) 
 
I Plattenepithelkarzinom  papillär 
   klarzellig 
   kleinzellig 
   basaloid 
II Kleinzelliges Bronchialkarzinom  
III Adenokarzinom  azinär 
   papillär 
   bronchioloalveolär  
  (muzinös/ nicht-muzinös/ gemischt) 
   solide mit Schleimbildung 
   Mischtypen 
IV Großzelliges Karzinom  neuroendokrin 
   basaloid 
   lymphoepithelioma-like Carcinoma 
   klarzellig 
   großzellig mit rhabdoidem Phänotyp 
V Adenosquamöses Karzinom  
VI Pleomorphe und sarkomatoide Karzinome  
VII Karzinoide  typisch  
   atypisch 
VIII Bronchialdrüsenkarzinom  mukoepidermoid 
   adenoid- zystisch 
   andere 
IX Unklassifizierte Karzinome  
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Die histologische Klassifikation des Bronchialkarzinoms erfolgt in zahlreiche 
Subtypen. Davon machen jedoch nur vier dieser Subtypen ca. 85% der 
histologisch gesicherten Lungenkarzinome aus (Belani et al. 2006) (Devesa et 
al. 2005). Zu diesen vier Subtypen gehört das kleinzellige Karzinom sowie die 
heterogene Gruppe der nichtkleinzelligen Karzinome (NSCLC), die das 
Adenokarzinom,  das Plattenepithelkarzinom und das großzellige Karzinom 
sowie einige seltene Subtypen beinhaltet (Santos-Martinez et al. 2005).  
Der häufigste histologische Subtyp, sowohl bei Männern als auch bei Frauen, 
stellt das Adenokarzinom dar, wobei Frauen häufiger an einem Adenokarzinom 
und seltener an einem Plattenepithelkarzinom erkranken (Belani et al. 2006). 
Die Wahrscheinlichkeit an einem Adenokarzinom zu erkranken ist seit 1960-
1970 stark gestiegen, die Erkrankungswahrscheinlichkeit für das 
Plattenepithelkarzinom ist im Vergleich konstant geblieben (Charloux et al. 
1997).  
 
Die Entwicklung eines Bronchialkarzinoms erfolgt über mehrere Stufen und 
beinhaltet je nach Tumorart und Entstehungsursache die Hyperplasie, die 
squamöse Metaplasie, die zunehmende Dysplasie, das Carcinoma in situ (CIS), 
das invasive Karzinom sowie das metastasierende Karzinom.  
 
1.4. Stadieneinteilung und Überlebensraten 
1.4.1. TNM-Klassifikation der Bronchialkarzinome 
 
Die Beurteilung der Tumorausdehnung erfolgt gemäß der TNM-Klassifikation 
der malignen Tumoren der AJAA (American Joint Cancer Committee) und der 
UICC (Union Internationale Contre le Cancer). 
Das TNM-System setzt sich zusammen aus T = Tumorgröße/Primärtumor, N = 
dem Befall der Lymphknoten und M = dem Nachweis von Metastasen. 
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Tx   positive Zytologie aus Sputum oder Bronchiallavage 
T0   kein Beweis für einen Primärtumor 
Tis   Carcinoma in situ 
T1 T <3 cm ohne bronchoskopische Invasion des 
Hauptbronchus 
T2 T >3 cm oder Invasion des Hauptbronchus >2 cm distal der 
Karina/ Invasion von visceraler Pleura/ Atelektase oder 
obstruktive Pneumonitis nicht die gesamte Lungenhälfte 
umfassend 
T3 Invasion der Brustwand/ Zwerchfell/ Perikard/ mediastinaler 
Pleura oder Infiltration des Hauptbronchus <2 cm distal der 
Karina (ohne Befall der Karina) oder Totalatelektase einer 
Lunge 
T4 Invasion von Mediastinum/ Herz/ große Gefäße/Trachea/ 
Ösophagus/ Wirbelkörper/ Karina, Tumormetastasen in 
gleichen Lungenlappen oder maligner Pleuraerguss 
 
pN0 mindestens 6 Lymphknoten exstirpiert (sonst Nx) 
N1 ipsilateral hilär/ peribronchial/ intrapulmonale Lymphknoten 
(gleicher Lappen) 
N2 ipsilateral mediastinal/ subkarinal 
N3 kontralateral mediastinal/ hilär; ipsi-/ kontralateral Skalenus- 
und supraklavikuläre Lymphknoten 
pN gültig wenn >6 Lymphknoten entfernt und untersucht 
 
M1 Metastasen in andere Lungenlappen oder Fernmetastasen 
(Mountain 1997) 
 1.4.2. Histopathologisches Grading 
 
Gx   Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden 
G1   Gut differenziert 
G2   Mäßig differenziert 
G3   Schlecht differenziert 
G4   Undifferenziert
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Die Definition der Tumorstadien erfolgt bei allen malignen Tumorerkrankungen 
anhand der TNM-Klassifikation, die jede Neoplasie bezüglich Ausdehnung des 
Primärtumors (T-Status), Anzahl und Lokalisation der betroffenen Lymphknoten 
(N-Status) sowie das Vorhandensein von Fernmetastasen (M-Status) 
charakterisiert. 
Eine zusätzliche Unterscheidung findet sich beim kleinzelligen 
Bronchialkarzinom, das aufgrund einer klinischen Orientierung in die Stadien 
„limited disease“ (Begrenzung auf eine Thoraxhälfte und regionale 
Lymphknoten) und „extended disease“  (jede weiter Ausdehnung) unterteilt 
wird.  
 
Tabelle 1.4.1.: Tumorstadien und Überlebensraten des nichtkleinzelligen 
Karzinoms (Mountain 1997) 
 
Stadium TNM- Klassifikation 5-Jahres-ÜR in % 
0 Carcinoma in situ  
IA T1N0M0 67% 
IB T2N0M0 57% 
IIA T1N1M0 55% 
IIB T2N1M0 39% 
IIIA T3N1M0 25% 
 T1N2M0 23% 
 T2N2M0 23% 
 T3N2M0 23% 
IIIB T4N0M0   7% 
 T4N1M0   7% 
 T4N2M0   7% 
 T1N3M0   3% 
 T2N3M0   3% 
 T3N3M0   3% 
 T4N3M0   3% 
IV Jedes T, N, M   1% 
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1.5. Therapie des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms 
 
Entscheidende Faktoren für die Prognose und das weitere therapeutische 
Vorgehen  beim NSCLC sind Ausbreitung des Tumors anhand der TNM-
Klassifikation, der Leistungsindex eines Patienten entsprechend des Karnofsky-
Index, der die physische Beschaffenheit des Patienten, einschließlich Alter und 
Allgemeinzustand, festlegt. Die exakte prätherapeutische Stadiendefinition ist 
Grundlage jeder weiteren therapeutischen Entscheidung. 
 
Tabelle 1.5.1.: Die stadienadaptierte Therapie  in der Übersicht (Ettinger et al. 
2006) 
Stadium 1st-line Therapie 
IA Chirurgische Resektion 
IB Chirurgische Resektion (und adjuvante Chemotherapie*1 + *2) 
IIA Chirurgische Resektion (und adjuvante Chemotherapie*1 + *2) 
IIB Chirurgische Resektion (und adjuvante Chemotherapie*1 + *2) 
IIIA Chirurgische Resektion und adjuvante Chemotherapie*1 
Induktions-Chemotherapie (neoadjuvant) und chirurgische 
Resektion 
IIIB kombinierte simultane Radiochemotherapie 
Induktions-Chemotherapie und kombinierte Radiochemotherapie 
IV Kombinations-Chemotherapie 
 
*1 Adjuvante Chemotherapie mit Cisplatin verlängert Überleben bei chirurgisch 
vorbehandelten Patienten (Arriagada et al. 2004) 
*2 Adjuvante Chemotherapie mit Vinorelbin und Cisplatin in Stadien IB und II 
verlängert Erkrankungsfreies Intervall und Gesamtüberlebenszeit bei Patienten 
mit komplette resezierten Tumoren mit nur geringer Nebenwirkungsrate (Winton 
et al. 2005) 
 
Der therapeutische Ansatz bei den Stadien I-III des NSCLC ist kurativ unter 
Einsatz einer multimodalen Therapie inklusive Chemotherapie.  
Die chirurgische Resektion umfasst folgende Operationsmöglichkeiten: 
Segmentresektion, Lobektomie, Bilobektomie, Manschettenresektion und 
einseitige Pneumektomie. Die Operabilität der Patienten ist mit abhängig von 
Lymphknotenbefall, Allgemeinzustand, Begleiterkrankungen und der 
Lungenfunktion.  
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Die Kombination verschiedener Zytostatika wird zur Behandlung 
unterschiedlicher Krankheitsstadien eingesetzt. Zu den in der Therapie 
etablierten Wirkstoffen gehören u.a. Carboplatin, Vinorelbin, Docetaxel, Etopsid. 
Zu den neueren Substanzen zählen Paclitaxel, Gemcitabin, Vinorelbin, 
Irinotecan, Topotecan. 
Carboplatin, ein Platinderivat aus der Reihe der Schwermetallkomplexe, bindet 
kovalent an DNA und Proteine und bildet sog. Platin-DNA-Addukte. Es kommt 
zur Hemmung von DNA-Reparatur-Enzymen und zur Apoptoseinduktion. 
Cisplatin, ein Platinanalogon. Der Wirkmechanismus entspricht dem von 
Carboplatin. Gemcitabin ist ein zellphasenspezifisches Zytostatikum, das 
hauptsächlich den Übergang von der G1- zur S-Phase blockiert. Es wird in zwei 
wirksame Metabolite verstoffwechselt, die einerseits die dNTP-Konzentration 
verringern und andererseits die DNA-Synthese vollständig inhibieren. Weiterhin 
kommt es zur Apoptoseinduktion.  
 
1.5.1. Stadium I und II 
Die Behandlung erfolgt primär chirurgisch unter kurativer Zielsetzung. Eine 
anschließende adjuvante Chemotherapie mit z.B. Mitomycin, Vinblastin und 
Cisplatin in Kombination nach kompletter Resektion empfiehlt sich bei Patienten 
mit gutem Allgemeinzustand, zeigt aber keinen statistisch signifikanten 
Überlebensvorteil in dieser Gruppe (Johnson et al. 2003) (Lee et al. 2002) 
(Scagliotti et al. 2003).    
Auch die Option einer neoadjuvant durchgeführten Chemotherapie kann das 
Überleben bei Patienten in den Stadien I und II verbessern. Depierre et al. 
beschreiben in ihrer Studie einen 4-Jahresüberlebensvorteil von 44% für die 
präoperative Chemotherapie mit Mitomycin, Ifosfamid und Cisplatin im 
Gegensatz zu 35% bei Patienten, die nur operiert wurden (Depierre et al. 2002)  
Der Einfluss einer neoadjuvanten vs. einer adjuvanten Chemotherapie auf den 
Überlebensvorteil ist bisher noch unklar. Vorteilhaft ist der Einsatz einer 
cisplatinhaltigen Kombination (Hotta et al. 2006). 
 
1.5.2. Stadium IIIA 
Patienten mit operablem Stadium IIIA ist eine neoadjuvante Chemotherapie zu 
empfehlen (Rosell et al. 1994) (Roth et al. 1994). In diesen Studien fand sich 
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ein signifikanter 5-Jahresüberlebensvorteil für die neoadjuvante Chemotherapie 
von 36% vs. 15%, sowie 17% vs. 0%.  
Als Standard gelten hier platinhaltige Chemotherapeutika, die einen 
Überlebensvorteil für Patienten im Stadium IIIA mit anschließender Operation 
im Gegensatz zu Patienten ohne Operation zeigen (De Marinis et al. 2005) 
(Farray et al. 2005). 
 
1.5.3. Stadium IIIB und IV  
Bei Patienten mit Stadium IIIB, die sich in einem guten Allgemeinzustand 
befinden, ist die kombinierte Chemo- und Radiotherapie das Standardverfahren 
(Trodella et al. 2004). Das Vorgehen ist abhängig vom Allgemeinzustand des 
Patienten. Bei starker Einschränkung gelten die Richtlinien wie für Patienten im 
Stadium IV. 
Das Standardverfahren für das fortgeschrittene, inoperable Stadium IIIB und 
das metastasierte Stadium IV ist die palliative Chemotherapie (Park et al. 
2005). Dieser therapeutische Ansatz zielt auf eine Verlängerung des 
Überlebens mit Reduktion der Beschwerdesymptomatik und Besserung der 
Lebensqualität bei möglichst geringer Toxizität aus. 
Bei Patienten im guten Allgemeinzustand, wenig Gewichtsverlust und geringer 
Metastasierungsrate erfolgt eine Polychemotherapie in Kombination von 
platinhaltigen Substanzen, hier v.a. Cisplatin,  mit Docetaxel, Paclitaxel oder 
Gemcitabine (Pfister et al. 2004). Die Therapie unterliegt einer alleinigen 
palliativen Zielsetzung mit Verbesserung der Lebensqualität, Symptomlinderung 
und Verlängerung der Überlebenszeit.  
 
1.5.4. Neue Therapieansätze  
Die zunehmende Inzidenz maligner Erkrankungen erfordert die Entwicklung 
zielgerichteter Medikamente, die auf molekularer Ebene direkter an der 
Zielstruktur wirken („targeted therapy“). Zu den diesen neuen Therapieoptionen 
zählen die Inhibitoren des „epidermal growth factor receptor“ (EGFR), die in 
zwei Kategorien unterteilt werden können. Zum einen gibt es die monoklonalen 
Antikörper, wie z.B. Cetuximab, die gegen die extrazelluläre Domäne des 
EGFR gerichtet sind und die Bindung eines natürlichen Liganden kompetetiv 
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verhindern, des weiteren gibt es die intrazellulären Inhibitoren der 
Tyrosinkinase, wie z.B. Gefitinib und Erlotinib (Giaccone 2005).  
EGFR ist ein 170kDa transmembranöser Rezeptor, der von dem humanen 
HER1- Gen kodiert wird und auf Chromosom 7p12 lokalisiert ist. EGFR 
beinhaltet eine Bindungsdomäne für extrazelluläre Liganden, eine 
transmembranöse Region und eine intrazelluläre Domäne mit intrinsischer 
Tyrosinkinase-Aktivität. EGFR ist homolog zu anderen Mitgliedern der 
EGFR/erbB-Familie, dazu gehören HER2/erbB2 oder neu, HER3/erbB3 und 
HER4/erbB4. EGFR wird auf vielen normalen Zellen, v.a. Epithelzellen und 
daraus hervorgehender Tumoren, sowie auf Zellen nicht epithelialen Ursprungs, 
dazu gehören glatte Muskulatur, Fibroblasten und Perineurium, exprimiert (Pao 
et al. 2005). 
EGF löst über eine Tyrosinkinase-Aktivierung ein Signal zur Proliferation aus. 
Dieser Vorgang spielt eine physiologische Rolle in der Embryogenese und der 
Zellregeneration. Unkontrollierte Stimulation führt zur autonomen 
Zellproliferation. 
Der EGFR überträgt Wachstumssignale von der Zelloberfläche in den 
Nukleolus. Nach Ligandenbindung kommt es zur Dimerisation von zwei 
Rezeptoren und dadurch zur Aktivierung der intrazellulären Tyrosinkinase, die 
über ATP-Bindung zur Autophosphorylierung des Rezeptors führt. Als Teil einer 
Siganltransduktionskaskade werden zytoplasmatische Substrate phosphoryliert. 
Das Wachstumssignal erreicht den Zellkern und es kommt zur Zellteilung. Bei 
Überexpression des EGFR  ergibt sich eine erhöhte Zellproliferation, 
verminderte Apoptose, erhöhte Angiogenese. Man geht davon aus, dass damit 
eine schnellere Metastasierungsrate einher geht. 
EGFR ist bei 40-80% der nichtkleinzelligen Bronchialkarzinome und vielen 
anderen epithelialen Tumorarten überexprimiert (Lynch et al. 2004). Der 
Krankheitsverlauf bei Rezeptor-Überexpression wird als aggressiver angegeben 
und bietet einen Angriffspunkt in der Therapie (Mendelsohn et al. 2003). Eine 
weitere Besonderheit sind die in der Tyrosinkinase-Domäne des EGFR 
vorkommenden somatischen Mutationen (Exon 18 bis 21), die bei ca. 10-50%, 
je nach Arbeitsgruppe (Marchetti et al. 2005) (Pao & Miller 2005),  der Patienten 
vorkommen. Diese Mutationen finden sich häufiger in Adenokarzinomen, bei 
Frauen, v.a. asiatischer Herkunft und bei Nichtrauchern (Pao & Miller 2005) 
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(Tsao et al. 2005). Diese Patienten sprechen gut auf die Therapie mit 
Tyrosinkinaseinhibitoren an (Pao et al. 2004).  Genamplifikationen, die eine 
selektive Vervielfachung eines bestimmten Gens bewirken, führen zur 
Überexpression der Rezeptoren.  
 
Hanna et al. untersuchten die Wirksamkeit des EGF-Rezeptor-Antikörper 
Cetuximab an vorbehandelten Patienten mit fortgeschrittenem oder rezidivierten 
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom. Cetuximab ist ein monoklonaler Antikörper 
vom Typ IgG1, der den EGFR inhibiert. Die durchschnittliche Ansprechrate mit 
5% und die mediane Überlebenszeit von 8,9 Monaten waren sehr gering, aber 
im Vergleich zu anderen Monotherapiestudien vergleichbar (Hanna et al. 2006). 
Cetuximab (Erbitux®) wurde 2004 zur Behandlung fortgeschrittener, 
metastasierter kolorektaler Karzinome zugelassen und verzögert v.a. in der 
Kombinationstherapie mit Irinotecan die Progression dieser Erkrankung und 
erhöht die mediane Überlebenszeit (Caponigro et al. 2005). Die Behandlung 
des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms mit Cetuximab in Kombination mit 
anderen Chemotherapeutika findet sich in der klinischern Erforschung (Hanna 
et al. 2006) (Robert et al. 2005) (Thienelt et al. 2005). 
In der Studie von Robert et al. wurden 35 Patienten mit EGF-Rezeptor-positiven 
Tumoren im Stadium IV nichtkleinzelliger Bronchialkarzinome ohne 
vorangegangene Chemotherapie auf die Wirksamkeit des monoklonalen 
Antikörpers Cetuximab in Kombination mit Gemcitabin und Carboplatin 
untersucht. Es wird eine gute Verträglichkeit mit tolerierbaren Nebenwirkungen 
(Hautausschlag bei 88,6%, trockene Haut bei 34,4%, Kraftlosigkeit bei 31,4%, 
Mukositis/ Stomatitis bei 25,7%, Fieber bei 20% und Übelkeit bei 17,1% der 
Patienten) angegeben. Es wurden durchschnittliche Ansprechraten von 28,6% 
und eine mediane Überlebenszeit von 310 Tagen  erreicht. (Robert et al. 2005) 
Thienelt et al. behandelten 32 Patienten mit nichtkleinzelligem 
Bronchialkarzinom im Stadium IV ohne vorangegangene Chemotherapie  mit 
Cetuximab in Kombination mit Paclitaxel und Carboplatin. Die durchschnittliche 
Ansprechrate wurde mit 26%, die mediane Überlebenszeit mit 11 Monaten 
angegeben (Thienelt et al. 2005). 
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Es konnten somit keine grundlegenden Unterschiede in der durchschnittlichen 
Ansprechrate und medianen Überlebenszeit in den einzelnen Studien 
nachgewiesen werden. 
 
Die Tyrosinkinaseinhibitoren hemmen spezifisch die ATP-Bindungsstelle der 
intrazellulären Tyrosinkinase, wodurch die Autophosphorylierung unterbleibt. 
Das EGFR vermittelte Teilungssignal wird unterbrochen. 
Das niedermolekulare Chinazolinderivat Gefitinib (Iressa®) ist der erste oral 
applizierbare EGFR-Inhibitor und blockiert die intrazellulär gelegene 
Tyrosinkinaseaktivität durch Blockade der ATP-Bindungsstelle. Die klinische 
Erforschung erfolgte in mehreren Studien. In den randomisierten, doppelblinden 
Studien IDEAL 1 und 2 (IRESSA Dose Evaluation in Advanced Lung Cancer) 
der Firma Astra Zeneca wurde die Wirksamkeit und Verträglichkeit von Gefitinib 
als Monotherapeutikum  bei stark vorbehandelten Patienten mit lokal 
fortgeschrittenem oder metastasiertem nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom 
untersucht.  
Erlotinib (Tarceva®) wurde ebenfalls in mehreren Studien in der Monotherapie 
(BR.21) und in Kombination mit Gemcitabin und Cisplatin (TALENT = Tarceva 
lung cancer investigation) sowie Taxol und Carboplatin (TRIBUTE) untersucht. 
Die Ergebnisse dieser Studien, sowie weitere Studien zu den Medikamenten 
werden im Diskussionsteil näher erläutert.  
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2 Zielsetzung der Studie 
 
Die Diagnosestellung beim nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom erfolgt in den 
meisten Fällen in fortgeschrittenen Stadien, da häufig keine oder nur 
unspezifische  Symptome auftreten. Die zunehmende Inzidenz des 
Bronchialkarzinoms in westlichen Industrienationen in den vergangenen Jahren 
führte zu einer Ausweitung der Forschung, insbesondere der molekularen 
Pathogenese. Hierbei konnte durch verbesserte molekulare Charakterisierung 
des Bronchialkarzinoms Subgruppen identifiziert werden, die auf  spezifische 
Therapiekonzepte mit neuen Wirkstoffen ansprachen. Die Entdeckung von 
genetischen Veränderungen im Gen des epidermalen Wachstumsfaktors lässt 
möglicherweise neue Ansätze zur Früherkennung mittels Nachweis dieser 
genetischen Veränderungen zu und ermöglicht somit die Therapieoptimierung 
um dem Patienten ein klinisch relevanten Vorteil in Hinblick auf 
Symptomkontrolle und Gesamtüberleben zu verschaffen. 
Das Ziel dieser Arbeit war es eine Methode zum Nachweis dieser 
Veränderungen im Labor zu etablieren. Als Grundlage dienten die SSCP 
(„single-strand-conformation-polymorphism“)-Analyse zum Screening ganzer 
Exone und die anschließende Sequenzierung einzelner Genabschnitte. Die 
Diagnostik erfolgte aus operativen Resektaten und Biopsien. 
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3 Material und Methoden 
3.1. Patientenkollektiv 
Das Probenmaterial  besteht aus in Paraffin eingebetteten Gewebeproben, die 
in den Jahren 1996-2005 im Rahmen von Untersuchungen als Einweisungen 
aus dem Klinikum Marburg in der Pathologie eingetroffen sind. Zu den 
anfordernden  Fachabteilungen gehörten die Visceral-, Thorax- und 
Gefäßchirurgie, die Onkologie und Pneumologie. Bei den Proben handelt es 
sich um operative Resektate sowie aus Biopsien gewonnene Proben.  
In die Studie wurden Biopsate von 62 Patienten eingeschlossen. Bei allen 
Patienten erfolgte die Probenentnahme operativ oder über eine Probeexzision 
mittels Stanze. Die histologische Klassifizierung erfolgte im Institut für 
Pathologie der Philipps-Universität, Marburg.  
 
Von den 62 untersuchten Patienten waren 12 weiblich (19,4%) und 50 männlich 
(80,6%). Das durchschnittliche Alter betrug 66,4 Jahre (Mittelwert 
geschlechtsbezogen: ♀ = 66,6 Jahre; ♂ = 66,4 Jahre), das mediane Alter lag 








Abbildung 3.1.1: Verteilung der histologischen Subtypen; n = 62 
A = Adenokarzinom; n = 42 (67,7%) 
B = Großzelliges Karzinom; n = 3 (4,8%) 
C = Plattenepithelkarzinom; n = 3 (4,8%) 
D = Adenosquamöses Karzinom = Subtyp; n = 6 (9,6%) 
E = Nicht näher bezeichnet; n = 2 (3,2%) 
D = Bronchitis; n = 6 (9,6%) 
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  1 m 64 LU, UL OP Adeno-Ca pT2, pN?, Mx, G3  
  2 m 73 LU, OL li OP Adeno-Ca pT2, pN0, Mx G3 IB 
  3 m 49 LU, OL li OP Adeno-Ca pT2, pN1, Mx, G2 IIB 
  4 m 62 LU re, LYM OP, TE Adeno-Ca pT2, pN1, Mx, G2 IIB 
  5 w 65 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca ypT1, pN0, Mx, G1 IA 
  6 w 42 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca ypT1, ypN2, Mx,G2 IIIA 
  7 m 64 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno Ca pT4, pN0, Mx, G2 IIIB 
  8 m 56 LU, UL li, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT1, pN0, Mx,  G2 IA 
  9 m 70 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT3, pN0, Mx, L0 
V0 R0, G3 
IIB 
10 m 61 LU, OL re SS Adeno-Ca pT2, N0, pMx, L0 
V0 R0, G2 
IB 
11 m 77 Lu, ML re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT1, pN0, Mx, L0 
Vo R0, G2 
IA 
12 w 56 LU, UL li, 
Perikard 
OP, TE Adeno-Ca pT3, pN1, Mx, G3-4 IIIA 
13 w 73 LU, OL li OP Adeno-Ca pT1, pN0, pMx, L0 
V0 R0, G1 
IA 
14 m 69 LU, LYM OP, TE Adeno-Ca pT1, pN1, Mx, G2 IIA 
15 w 79 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adenosquam.Ca pT1, pN0, Mx, G2 IA 
16 m 77 LU, OL/ UL 
li,LYM 
OP, TE Adenosquam. Ca pT1, pN0, pM1, G2 IV 
17 m 81 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT1, pN0, Mx, G3 IA 
18 m 76 LU, OL li, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca, 
Bronchiolo-alv. 
pT2, pN1, Mx, G1 IIB 
19 w 78 LU, LYM OP, TE Adeno-Ca pT1, pN0, Mx, G2 IA 
20 m 56 LU, OL li, 
LYM 
OP, TE Adenosquam. Ca pT2, pN0, Mx, G2 IB 
21 m 60 LU, OL, re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca, 
broncho-alv.  
pT2, pN0, Mx, G1 IB 
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22 m 74 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT2, pN0, Mx, G2 IB 
24 m 74 LU, OL li, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT2, pN1, Mx, G2 IIB 
25 w 55 LU, ML re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca 
Bronchiolo-alv. 
pT2, pN0, Mx, G1 IB 
26 m 82 LU re, LYM OP, TE Adenosquam. Ca pT2, pN1,Mx,G2 IIB 
27 m 57 LU, OL re OP Adeno-Ca pT2, pN1, Mx, G2 IIB 
28 m 68 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT4, pN0, Mx, G2 IIIB 
29 m 69 LU, OL li, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT3, pN1, Mx, G2 IIIA 
30 m 73 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT1, pN0, Mx, G2 IA 
32 m 78 LU,OL/ 
ML, 
re,LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT2, pN0, Mx, G2 IB 
33 m 63 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT1, pN0,pMx, G1 IA 
34 m 66 LU, OL li, 
LYM 
OP, TE Adenosquam. Ca pT3, pN0, Mx, G3 IIB 
35 m 68 LU, OL re OP Adeno-Ca pT2, pN0, Mx, G3 IIB 
36 m 58 LU, OL re, 
LYM/ Pleu 
OP, TE Großzelliges Ca, 
anaplastisch 
pT2, pN2, Mx, G3-4 IIIA 
38 w 81 LU, OL/ML 
re, LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT1, pN0, Mx, G1 IA 
39 m 64 LU, li, LYM OP, TE Plattenepithel-Ca ypT3, pN0,pMx,G3 IIB 
40 m 68 LU, OL li, 
LYM 
OP, TE Adenosquam. Ca pT4, pN1, Mx, G3 IIIB 
41 m 69 LU re OP Adeno-Ca pT3, pN1, Mx, G2-3 IIIA 
42 m 72 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT1, pN0, Mx, G2 IA 
43 m 81 LU, UL li, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT2, pN2, Mx, G2 IIIA 
44 w 82 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT2, pN0, Mx, G1 IB 
45 w 76 LU, OL li, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT1, pN0, Mx, G1 IA 
46 m 79 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT2, pN0, Mx, G2 IB 
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48 w 83 LU, OL li OP Adeno-Ca pT1, pN1, Mx,G3 IIA 
50 m 87 LU, OL re, 
LYM 
OP, TE Adeno-Ca pT2, pN0, Mx, G3 IB 
51 m 75 LU, li OP Adeno-Ca pT2, pN0, Mx IB 
53 m 76 LU, OL li OP Adeno-Ca pT2, pN2,Mx,G3 IIIA 
54 m 69 LU, UL, re, 
LYM 
OP, TE Großzelliges Ca pT2, pN2, Mx, G3 IIIA 
55 m 74 LU, OL re OP Großzelliges Ca pT3, pN0, Mx, G4 IIB 
58 m 75 LU, UL, re, 
Hbronch 
bds. 




59 m 77 LU,OL, L, 
UL, re 
PE Adeno-Ca Keine Einteilung  
60 m 65 LU, OL, 
ML, UL re 
PE Chron. fibrosierte 
Bronchitis 
  
61 m 71 LU, UL re PE Hyperplast. 
Bronchitis 
  








63 m 71 LU, UL re PE Hyperplast. 
Bronchitis 
  
64 m 67 LU, OL/ ML 
re 
PE, ZYT NSCLC Keine Einteilung  
65 m 29 Lu PE Bronchitis   
66 m 43 LU PE, ZYT Bronchitis   
67 m 76 LU, OL re PE,ZYT Plattenepithel-Ca G3  
68 m 46 KNO, Rip PE Adeno-Ca Keine Einteilung  
69 m 47 LU, OL/UL 
re 
PE NSCLC Keine Einteilung  
70 w 29 LU, ML/UL 
re 
PE Adeno-Ca cT2, cN2, M1,G3 IV 
 
Tabelle 3.1.1: Patientenkollektiv 
 LU = Lunge; OL = Oberlappen; ML = Mittellappen; UL = Unterlappen; LYM = 
Lymphknoten; OP = operative Entnahme; PE = Probeexzision; TE = 
Teilextirpation; SS = Schnellschnitt; Entsprechende der TNM-Klassifikation: T = 
Ausdehnung des Primärtumors; N = Ausmaß der Lymphknotenmetastasierung; 
M = Fehlende oder vorhandene Fernmetastasierung; X = Kann nicht beurteilt 
werden; G = Histopathologisches Grading; V = Einbruch in die Venen; L = 
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Einbruch in das Lymphsystem; R = Resektionsgrenzen; p = postoperativ; c = 
Befundsicherung; y = Vorbehandlung 
Die Proben von den Patienten 23, 31, 37, 47, 49,und 52 fehlten, Patienten 56 
und 57 waren Leberbiopsien, die daher aus der Untersuchung ausgeschlossen 
wurden und die Patienten 58, 60, 61, 63, 65 und 66 galten als 
Negativkontrollen, da diese alle ausschließlich an einer Bronchitis litten.  
 
Die Auswahl der Proben erfolgte zufällig aus der Probenbank des Institutes für 
Pathologie. Aufgrund des geringen Probenumfangs ist die durchgeführte 
Stichprobe nur als bedingt repräsentativ für die im Klinikum aufgearbeiteten 
Bronchialbiopsate zu werten. 
In der histopathologischen Abteilung erfolgte die Aufarbeitung der 
ausschließlich aus dem Klinikum Marburg eingesendeten Gewebeproben. Nach 
Zuschneidung wurden die Gewebeproben in Paraffin eingelegt, getrocknet und 
als gehärtete Blöcke am Mikrotom in 1-2 μm dicke Schnitte geschnitten, auf 
einen Objektträger aufgebracht und mittels Hämatoxylin-Eosin-, Elastica van 
Gieson- sowie PAS-Färbung gefärbt, ggf. erfolgte noch eine weitere 
immunhistochemische Färbung.  
 
Die Gewebeproben wurden mit freundlicher Genehmigung des Instituts für 
Pathologie der Universität Giessen und Marburg, Standort Marburg zur 
Verfügung gestellt. Die Umsetzung der Studie erfolgte in Kooperation mit Frau 
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3.2. Methoden 
3.2.1. Isolierung von DNA aus paraffinhaltigen Geweben 
Die Isolierung von DNA aus Geweben erfolgte mit dem QIAamp® DNA Mini Kit 
der Firma Qiagen, Hilden. 
 
Das verwendete Gewebe sollte laut Hersteller ein Gewicht von 25 mg nicht 
überschreiten. Dies entsprach je nach Gewebe- und Paraffinanteil einer Menge 
ca. 2-3  Gewebeschnitten.  
Überschüssiges Paraffin konnte ggf. mit einem Skalpell entfernt werden. Die 
Gewebeproben wurden 5 Minuten in 1-2 ml Xylol bei Raumtemperatur inkubiert, 
regelmäßig gevortextet und anschließend für 5 Minuten bei 20000 g 
zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgehoben. Dieser Schritt wurde 
zweimal mit absolutem Ethanol wiederholt. Diese Arbeitsschritte sollten unter 
dem Abzug erfolgen. 
Die verbleibenden paraffinfreien Gewebepellets wurden für 10-15 Minuten bei 
einer Temperatur von 37°C im Heizblock inkubiert bis das überschüssige 
Ethanol verdampft war.  
Anschließend erfolgte der Proteinverdau mit 180 μl ATL-Puffer und 20 μl 
Proteinkinase K. Die Proben wurden über mehrere Stunden und ggf. über 
Nacht in einem automatischen Schüttler oder Im Brutschrank bei 57°C inkubiert. 
Die Inkubation und Einwirkdauer der Proteinkinase K sollte solange erfolgen, 
bis das Gewebe vollständig gelöst war. Bei Bedarf wurde erneut 20 μl 
Proteinkinase K hinzufügt. 
Nach vollständiger Verdauung erfolgte ein weiterer Lyseschritt mit 200 μl AL-
Puffer und einer anschließenden Inkubation für 10 Minuten bei 70°C. Mit 200 μl 
eisgekühlten absoluten Ethanol erfolgte die Präzipitation der Nukleinsäuren.  
Nachfolgend wurde der Waschvorgang mit je 500 μl der beiden Waschpuffern 
AW1 und AW2 durchgeführt. Dies geschah nach Überführen der Lösung in die 
QIAamp „Spin Column“-Gefäße, die mit einer spezifischen Membran 
beschichtet sind. Über Zentrifugationsschritte wurde die Lösung durch die 
Membran gefiltert. Die in der Membran gebundenen Nukleinsäuren wurden 
nach dem Waschvorgang in zwei Schritten in jeweils 25 μl auf ca. 55°C 
vorgeheizten AE-Puffer eluiert und nach Zentrifugation in einem vorbereiteten 
Eppendorfgefäß aufgefangen. 
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Die gewonnene genomische DNA wurde im Kühlschrank bei 4°C gelagert. 
QIAamp ® DNA Mini Kit 
ATL-Puffer = amp tissue lysis puffer erzeugte einen für die Aktivität der 
Proteinkinase K optimierten pH-Wert, der die Grundvoraussetzung für den 
erfolgreichen Proteinverdau ist. 
 
AL-Puffer = amp lysis puffer  enthielt ein chaotrophes Salz, das die Proteine 
einerseits lysiert und andererseits den verbleibenden Molekülen die Hydrathülle 
entzog. Diese Moleküle absorbierten an der im „Mini Spin Column“ 
vorgegebenen Membran um ihre fehlende Stabilität wieder herzustellen. An die 
Membran banden ausschließlich Nukleinsäuren.  
 
AW1–Puffer enthielt ähnlich wie der AL-Puffer hohe Konzentrationen an 
chaotrophen Salzen, die in der Membran bestehende Verunreinigungen 
verringerten, während die Nukleinsäuren weiterhin an der Membran haften 
blieben. 
 
AW2-Puffer diente dem Auswaschen der Salze. Dazu enthielt der Puffer 
hochkonzentrierte Mengen an Ethanol. Das Ethanol präzipitierte die 
Nukleinsäuren, wodurch diese nicht aus der Membran gespült wurden. 
 
AE-Puffer = amp eluation puffer enthielt weder Salze noch Alkohol. Der 
alkalische Puffer mit einem pH von 9 sorgte für optimale Elutionsbedingungen 
und diente der Rehydratisierung der Moleküle, die sich dadurch von der 
Membran loslösten. Der Puffer bestand aus 10mmol tris und 0,5 mmol EDTA. 
 
Die molekulare Zusammensetzung mit den relativen Mengenangaben der 
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3.2.2. Polymerasekettenreaktion 
Die PCR (engl. Polymerase chain reaction) dient der selektiven in vitro 
Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte aus einem bestimmten 
Ausgangsmaterial. Der Vorgang entspricht der in vivo stattfindenden DNA-
Replikation. Das Ausgangsmaterial kann sowohl genomische DNA als auch 
cDNA-Populationen sein. Als Startsequenz für die Synthese des gewünschten 
DNA-Abschnittes werden Oligonukleotidprimer, auch Amplier genannt, mit einer 
Länge von 20-30 Basen benötigt. Die Oligonukleotidprimer sind kurze 
einsträngige DNA-Moleküle mit einer definierten Sequenz, die komplementär zu 
der zu amplifizierenden Sequenz sind. 
Eine Polymerase verlängert mit Hilfe von Desoxyribonukleotidtriphosphaten 
(dNTP´s) die Primer entlang der einzelsträngigen Matrize und bildet somit lange 
Polynukleotidketten. Die dNTP´s bestehen aus Desoxyriboadenosin-
triphosphaten (dATP), Desoxyribocytidintriphosphaten (dCTP), Desoxyribo-
guanosintriphosphaten (dGTP) und Desoxyribothymidintriphosphaten (dTTP). 
Die Synthese erfolgt in 5´-3´- Richtung und zwar vom 5´α-Phosphat  zur 3´-
Hydroxlgruppe.  
Das PCR-Verfahren besteht im Wesentlichen aus drei Schritten,  die solange 
wiederholt werden, bis ausreichend viele Kopien vorhanden sind. Im ersten 
Schritt wird die vorliegende doppelsträngige DNA durch vorsichtiges Erhitzen 
getrennt (Denaturierung). Im zweiten Schritt koppelt man die Einzelstränge mit 
dem Primer (Anlagerung) und im dritten Schritt erfolgt die Synthese des 
komplementären Stranges (Polymerisation). Der PCR-Kopiervorgang verläuft in 
der Regel fehlerfrei und nur bei ca. jeder 1000. Base geschieht ein Kopierfehler. 
Die Synthese des DNA- Stranges übernimmt die hitzestabile Taq-Polymerase, 
das aus dem in heißen Quellen lebenden Bakterium Thermus aquaticus 
gewonnen wird. 
Die Vervielfältigung erfolgt exponentiell, da in jedem neuen Zyklus sowohl alte 
als auch neue DNA als Matrize dienen. Der gesamte Zyklus wurde 35 Mal 
wiederholt, wobei die gebildeten DNA-Einzelstränge in jedem neuen Zyklus als 
Matrize dienen. Der letzte Schritt der PCR ist eine finale Elongation bei 72°C für 
10 Minuten. 
Die Amplifikation ist durch verschiedene Faktoren begrenzt, dazu zählen 
Enzymmenge, Aktivitätsabnahme der Enzyme während der Reaktion, DNA 
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Einzelstränge neigen bei zunehmender Konzentration zur Hybridisierung, 
wodurch die Primeranlagerung erschwert wird.  
Ein zweiter PCR-Zyklus, genannt nested PCR, erhöht sowohl die Sensitivität als 
auch die Spezifität der Methode, limitiert Fehler während der Amplifikation und 
führt zu einer nochmaligen exponentiellen Vervielfältigung.  Es besteht aber ein 
erhöhtes Risiko für PCR zu PCR Kontamination. Zur Vermeidung von 
Übertragung von Probenmaterial von einer Probe zur nächsten wurden die 
PCR-Ansätze, die PCR-Reaktion und die Gelelektrophorese in getrennten 
Räumen durchgeführt.  
Bei der nested PCR wurde das PCR-Produkt mit Aqua dest. verdünnt in eine 
zweite PCR mit gleicher Durchführung wie in der ersten Runde eingesetzt und 
diente somit als Matrize für den nächsten Durchlauf. Die verwendeten nested, 
oder inneren  Primer, amplifizieren innerhalb der Bindungsstellen, der von den 
ersten Primern synthetisierten DNA, wobei die Wahrscheinlichkeit sinkt, dass 
unerwünschte Sequenzen vervielfältigt werden.  
Durchführung 
Die PCR erfolgte anhand eines standarisierten Protokolls: 
PCR-Puffer (10x)        5 μl 
(Inhalt: 20 mM Tris-Cl; pH 8.4; 50 mM KCl; 1,5 mM MgCl2) 
dNTP (10 mM)        2 μl 
H2O       37, 7 μl 
5´Primer        2 μl 
3´Primer         2 μl 
Taq Polymerase (5 units/ μl)     0, 3 μl  
DNA         1- 3 μl 
Gesamtvolumen:      50- 53 μl 
Programm 
Denaturierung   94°C, 30 Sekunden 
Anlagerung („Annealing“) 58°C/63°C/66°C (abhängig vom verwendetem 
Primer), 30 Sekunden 
Verlängerung („Extension“) 72°C, 30 Sekunden  
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3.2.3. Oligonukleotide 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind einzelsträngige DNA-
Sequenzen und wurden auf Bestellung von MWG Biotech synthetisiert. Die in 
der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer wurden aus der Veröffentlichung 
von Marchetti et al. übernommen. 
 
Tabelle 3.2.1.: Charakteristika der Primerpaare (Marchetti et al. 2005) (Lynch et 
al. 2004) 
 
Primer                 Primersequenz     PCR-          Annealing 
                     Prod. bp   Temp. 
19EGFR1s 5´-GCA ATA TCA GCC TTA GGT GCG GCT C–3´   372  63°C 
 
19EGFR1as 5´-CAT AGA AAG TGA ACA TTT AGG ATG TG–3´ 
 
21EGFR2s     5´-CTA ACG TTC GCC AGC CAT AAG TCC–3´   419  66°C 
 
21EGFR2as    5´-GCT GCG AGC TCA CCC AGA ATG TCT GG–3´ 
  
19EGFR3s    5´-GGC ACC ATC TCA CAA TTG CC–3´    222  58°C 
 
19EGFR3as    5´-GCT GCC AGA CAT GAG AAA AG–3´ 
 
21EGFR4s    5´-CTC ACA GCA GGG TCT TCT CT–3´    211  58°C 
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HCC827 Zellinie aus einem nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom, 
Typ: Adenokarzinom, die eine somatische Mutation in 
Form einer in-frame Deletion mit Elimination von vier 
Aminosäuren (Leucin-Arginin-Glutamin-Alanin) der 
Tyrosinkinase des EGF-Rezeptors in Exon 19 enthält. 
(Zur Verfügung gestellt von David Carbone, M.D., 
Ph.D., Vanderbilt University Medical Center, Nashville, 
USA) 
 
NCI H1975  Zellinie aus einem nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom, 
Typ: Adenokarzinom, die eine somatische Mutation in 
Form einer Substitution einzelner Nukleinsäuren im 
Nukleotid 2573  C→A oder 2573 T→G in der 
Tyrosinkinasedomäne des EGF-Rezeptors enthält. Es 
resultiert ein Austausch der Aminosäure Arginin zu 
Leucin an der Position 858 in Exon 21 (L858R). (Zur 
Verfügung gestellt von Daphne W. Bell, Massachusetts 
General Hospital, Cancer Center, Massachusetts, USA) 
 
3.2.5. Agarosegel-Elektrophorese 
Die Auftrennung der DNA-Moleküle unterschiedlicher Länge erfolgte anhand 
der Wanderung im elektrischen Feld. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist 
abhängig von der Größe und der elektrischen Ladung, sowie der angelegten 
Spannung. 
Die DNA-Moleküle besitzen bei neutralem pH eine negative Gesamtladung. 
Diese Ladung entsteht durch die Phosphatreste an der Seite eines DNA-
Stranges. Nach Anlegen einer elektrischen Spannung wanderten die Moleküle 
entsprechend ihrer Ladung zur Anode. Die Geschwindigkeit der Moleküle im 
Gel hängt ab von der Ladung, Form und Molmasse. 
Als Trägersubstanzen dienten Agarosegele für Fragmente bis zu 40 kb. Die 
Länge der in dieser wissenschaftlichen Arbeit erwarteten Fragmente betrug 
zwischen 50-400 bp. 
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Gelherstellung  
Agarose      2 g 
1 x TAE  200 ml 
 
Nach dem Erhitzen wurden ca. 15 μl Ethidiumbromid zu dem 10%igen 
Agarosegel hinzugefügt. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in die 
DNA interkaliert.  
10 μl des Amplifikates wurden mit 5 μl des Farbstoffes Bromphenolblau 
vermischt, auf das verfestigte Agarosegel aufgetragen und in der 
Elektrophoresekammer bei 120 Volt für 30 Minuten in 1 x TAE-Puffer 
aufgetrennt. Zusätzlich liefen 10 μl eines 123 bp DNA-Längenmarker, mit dem 
man die Länge der amplifizierten PCR-Produkte vergleichen konnte. Auf einem 
Transilluminator konnte die gefärbte DNA mit UV-Licht sichtbar gemacht und 
photographisch festgehalten werden. 
Als Kontrollen liefen in jedem Gel eine Positiv-Kontrolle der Zelllinie A 549 und 
eine Negativ-Kontrolle ohne DNA mit. Somit konnten mögliche Kontaminationen 
ausgeschlossen werden. 
 
3.2.6. Einzelstrangkonformationsanalyse (Single-Strand-Conformation-  
          Polymorphism = SSCP) 
 
Die Untersuchung zum Nachweis von Mutationen und Polymorphismen wurde 
mit Hilfe der Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgeführt. 
Die Unterscheidung der  DNA-Fragmente erfolgte aufgrund der abweichenden 
Mobilität der durch Hitze getrennten DNA-Einzelstränge in den Polyacryl-
amidgelen. Durch schnelles Abkühlen und Auftragen auf ein nicht 
denaturierendes Polyacrylamidgel, bilden sich intramolekulare Basenpaare aus 
und nehmen eine stabile Einzelstrangkonfiguration an. Eine Mutation kann zu 
Veränderungen der Konformation und somit zu einer Änderung der Lauf-
geschwindigkeit des Einzelstranges führen. Im Vergleich mit Wildtyp-DNA 
werden diese Mutationen durch eine Bandenverschiebung erkennbar.  
Die Laufgeschwindigkeit der Fragmente wurde bestimmt durch die Größe der 
DNA-Moleküle und deren Sekundärstruktur. Bereits eine Basenpaarabweichung 
in der Sequenz führt zu einer veränderten Sekundärstruktur und somit zu einem 
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veränderten Laufverhalten. Die Abweichungen im Bandenmuster einer DNA mit 
Mutationen konnte man im Vergleich mit dem Bandenmuster einer Wildtyp-
Variante erkennen.  
Vorteile dieser Methoden waren hohe Sensitivität bei Raumtemperatur und 4°C, 
die Zuverlässigkeit, sowie die kostengünstige Alternative zu anderen Methoden.  
Durchführung 
Es wurden 10% Polyacrylamid-Gele verwendet.  
 
PAA- Lösung 30%ig  10,8 ml 
TEMED    45 μl  
APS 10%ig            300 μl 
TBE 10 x      1,8 ml 
Aqua dest.    17,1 ml 
 
TEMED und APS induzierten den Polymerisationsvorgang des Polyacrylamids. 
Vor Beladung der Gele wurden 5 μl PCR-Produkt mit 10 μl 0,5 mM EDTA + 
0,1% SDS-Lösung und 15 μl Probenpuffer vermischt, für 10 Minuten bei 94°C 
denaturiert und anschließend bei 4°C gekühlt. 
Das mit Proben beladene Gel wurde bei 4°C für 20 h in das mit 0,5 TBE-
Laufpuffer aufgefüllte Elektrophoresegerät bei einer Spannung von 180 mV 
belassen. 
Die Färbung der Gele und die dadurch entstehende Visualisierung der 
Bandenmuster erfolgte mit dem Silver Staining-Kit der Firma Amersham 
Biosciences, Uppsala, Schweden.  
 
Das Protokoll folgte dabei 4 Schritten: 
1. Fixing Solution     30 Minuten 
2. Silver Solution    30 Minuten 
3. Developing solution    6 Minuten (bis erste Bande sichtbar) 
4. Stopping & Preservation Solution 30 Minuten 
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3.2.7. DNA-Sequenzierung 
Die DNA-Sequenzierung, welche die genaue Information über die Basenfolge 
der PCR-Produkte liefert, erfolgte durch die Firma Seqlab, Göttingen, 
Deutschland.  
 
Das Sequenzieren wurde nach dem SANGER-Verfahren mit 
fluoreszenzfarbstoffmarkierten BigDye-Terminatoren auf automatischen 
Sequenzierern der Firma Applied Biosystems durchgeführt. 
(http://www.appliedbiosystems.com/) 
3.2.8. Reinigung von PCR-Produkten 
Die Reinigung der PCR-Produkte vor der Sequenzierung erfolgte mit dem 
Qiaquick PCR Purification Kit der Firma Qiagen, Hilden, Deutschland. Die 
Durchführung beruht auf Angaben des Herstellers. Das Prinzip der Methode 
beruht auf der Bindung der DNA auf einer Silikagel-Membran, über mehrere 
Waschschritte wurden die Komponenten des PCR- Ansatzes entfernt und die 
gereinigte DNA mittels H2O in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß eluiert. 
3.2.9. Plasmidisolierung 
Herstellung immunkompetener Zellen 
Immunkompetente Bakterien sind in der Lage Fremd-DNA aufzunehmen. Um 
diese herzustellen wurden 100 ml LB-Medium mit 2 ml E. coli Topo-Zellen 
sowie je 10 mM steril filtriertem MgCl2 und MgSO4 angeimpft und über Nacht 
bei 200 rpm und 37°C inkubiert. Die Kultur sollte eine OD600 von 0,6-0,7 
erreichen.  
Dann erfolgte eine 20 minütige Kühlung bei 4°C und eine anschließende 
Pelletierung bei 3000 rpm in einer vorgekühlten Zentrifuge. Der Überstand 
wurde dekantiert und Pellet in 33 ml kalter RF I-Lösung resuspendiert, 30 
Minuten bei 0°C inkubiert und bei 3000 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Das 
Pellet wurde mit 5 ml kalter RF II-Lösung aufgelöst und mindestens 15 Minuten 
bei 0°C stehengelassen. Anschließend erfolgte die Aliquotierung von je 100 μl 
der immunkompetenten Zellen in gekühlte 1,5 ml-Eppendorfgefäße. 
Nachfolgend wurden die Aliquots schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt. 
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Herstellung der LB-Platten 
250 ml vorbereitetes LB-Medium wurden mit 3,25 g Agar-Noble vermischt und 
in der Mikrowelle bei 600 Watt aufgekocht. Der auf 50°C abgekühlten Lösung 
wurden 250 μl Ampicillin zugefügt und anschließend je 20-25 ml in Petri-
Schalen gegossen. Die erstarrten Platten wurden kühl gelagert. 
Ligation und Transformation 
Topo-Cloning ist eine Methode um geringe Mengen Einzelstrang-DNA, in Form 
eines PCR-Produktes, in einen Vektor (E. coli) zu transformieren und diesen zu 
amplifizieren. Die Durchführung erfolgte mit dem TOPO TA Cloning®-Kit der 
Firma Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland. 
Die in der PCR verwendete Taq-Polymerase besaß an ihrem terminalen Ende 
eine Transferase-Aktivität, die einzelne 3´-Adenin-Überhänge an die Enden der 
PCR-Produkte anfügte. Die Topo Cloning Vektoren waren hingegen mit einen 
3´-Thymidin-Überhang versehen. Eine Topoisomerase I vermittelte die Ligation 
des PCR-Produktes in das Plasmid über diese beiden Enden.  
Im Schritt der Transformation wurden die Plasmide durch einen Hitzeschock in 
die one shot-Zellen (Firma Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) importiert. Der 
Stoffwechsel der Bakterien wurde über Inkubation in einem Nährmedium wieder 
aktiviert.  
Die Erkennung der Bakterien, die Plasmide aufgenommen haben, erfolgte 
durch die durch Plasmide vermittelte Ampicillinresistenz  über die ß-Lactamase.  
Die Plasmide enthielten lacZ-Gen, welches für die ß-Galaktosidase kodiert. Das 
auf dem Nährboden aufgebrachte X-Gal wurde durch die ß-Galaktosidase in 
den blauen Farbstoff 5-Brom-4-Chlorindigo und den Zuckeranteil Allolactose 
gespalten. Eine erfolgreiche Klonierung konnte man an den weißen Kolonien 
auf dem Nährmedium erkennen, wohingegen Plasmide mit Fremd-DNA-
Anteilen die ß-Galaktosidase, die den Farbstoff spalten, bilden konnten und 
somit  blau gefärbte Kolonien aufzeigten. 
Durchführung 
2 μl PCR-Produkt wurden mit 2,5 μl H2O und 0,5 μl Topo-Cloning Vektor 
vermischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 2 μl dieses Topo-
Cloning–Reagenz wurden auf die auf Eis aufgetauten immunkompetenten 
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Zellen gegeben, vorsichtig vermischt und für weitere 30 Minuten auf Eis 
inkubiert. 
Es folgte ein Schockerhitzen für 30 Sekunden auf 42°C und ein sofortiges 
Überführen zurück auf Eis. Nach der Zugabe von 250 μl LB-Medium wurde das 
Reaktionsgefäß für 30 Minuten bei 37°C im Schüttler bei 200 rpm inkubiert. In 
der Zwischenzeit wurden der Nährboden mit 40 μl X-Gal beimpft und im 
Brutschrank bei 37°C vorgewärmt, bevor man 50 μl des Topo-Cloning-Reagenz 
auf den Platten ausstreicht.  
Es folgte eine über Nacht Inkubation bei 37°C im Brutschrank. 
Anschließend wurde ein Falcon-Röhrchen, gefüllt mit 3 ml LB-Medium und 3 μl 
Ampicillin, mit jeweils einer weißen Kolonie beimpft und erneut über Nacht bei 
37°C im Schüttler bei 200 rpm inkubiert, wobei der Deckel leicht geöffnet blieb.  
Je 2 ml des ü.N. inkubierten Mediums wurden mit dem Qiaprep Mini Prep Kit 
(Firma Qiagen, Hilden, Deutschland) aufgearbeitet. Die gereinigte und 
konzentrierte DNA wurde nun einem Restriktionsendonuklease-Verdau  
unterzogen, der bestimmte Abfolgen von Basen, u.a. den Vektor,  ausschnitt.  
Es folgte eine Kontroll-Elektrophorese, um die PCR-Produkte nach dem 
Restriktionsverdau zu analysieren. PCR-Produkte, die eine spezifische Bande 
zeigten, wurden mit dem Qiagen Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen, Hilden, 
Deutschland, weiter aufgearbeitet.  
 
Zur weiteren Amplifizierung der gewünschten DNA-Sequenz wurde das  
Produkt der ü.N. Kultur weiter mit dem Qiagen Plasmid Maxi Kit aufgearbeitet. 
Dazu wurden 100 ml LB- Medium mit 100 μl Ampicillin versetzt, gemischt und 
weitere 2 μl ü.N. Kultur hinzugefügt. Es folgte eine Inkubation über Nacht bei 
37°C im Schüttler (200 rpm). Ein erfolgreiches Wachstum konnte man an der 
Trübung des Gemisches erkennen.  
Das Gemisch wurde nun für 15 Minuten bei 4°C und 3000 rpm in einer 
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das so gewonnene Pellet, das die klonierten 
Bakterien enthält, wurde in 10 ml P1-Lösung resupendiert. Nach der Zugabe 
von 10 ml P2-Lösung wurde das Gemisch vermischt und 5 Minuten bei RT 
inkubiert. Es folgte die Zugabe von kaltem P3-Puffer und einer weiteren 
Inkubation von 20 Minuten auf Eis. Anschließend wurde das Gemisch für 30 
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Minuten bei 11000 rpm zentrifugiert und anschließend in ein 50 ml Falcon-
Röhrchen überführt. 
Währenddessen erfolgte die Äquilibrierung des Qiagen Tip 500 mit 10 ml Puffer 
QBT. Der Überstand aus dem Falcon-Röhrchen wurde mit einem extra Filter 
über die Säule gegeben. Es folgte der Wachvorgang mit 30 ml QC-Puffer, die 
Eluation der DNA mit 15 ml QF-Puffer in ein frisches Röhrchen, die Präzipitation 
der DNA mit 10,5 ml Isopropanol und eine Zentrifugation für 60 Minuten bei 4°C 
und 4000 rpm.  
Das so gewonnene Pellet wurde in 1 ml 70% Ethanol resuspendiert, in ein 1,5 
ml Eppendorfgefäß überführt und für 10 Minuten bei mindestens 4000 rpm 
zentrifugiert.  
Der Überstand wurde abgegossen, das Pellet für 10 Minuten luftgetrocknet und 




Die Immunhistochemie ermöglicht den Nachweis bestimmter Proteine 
(Antigene) in Gewebeproben mit Hilfe spezifischer Antikörper. EGFR 
pharmdxTM, zur Identifizierung der Expression des epidermalen 
Wachstumsfaktor-Rezeptors, wurde erstmals zur Identifizierung kolorektaler 
Karzinome, die zur Behandlung mit ErbituxTM (Cetuximab) geeignet waren, 
zugelassen.  
 
Die Zielstruktur dieser Methode ist der „epidermal growth factor receptor“ in der 
Zellwand. Ein primärer Antikörper (monoklonaler Maus-Anti-Human-EGFR), der 
gegen den menschlichen EGF-Rezeptor gerichtet ist, bindet an den EGFR. Im 
nächsten Schritt erfolgt die Visualisierung der Reaktion über ein 
gebrauchsfertiges Reagens, bestehend aus einem sekundären Antikörper 
(Ziegen-Anti-Maus-Antikörper-Moleküle) sowie aus Meerrettichperoxidase-
molekülen, gebunden auf einer polymeren Oberfläche. Durch Zugabe von 
Diethylaminobenzidin- (DAB-) Chromogen erfolgt die peroxidasebedingte 
Umwandlung zur Ausbildung eines sichtbaren Reaktionsproduktes. 
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Durchführung 
Die Durchführung erfolgte an routinemäßig fixierten, eingebetteten 
Paraffinschnitten.  
Das Kit  EGFR pharmDXTM der Firma DakoCytomation, Glostrup, Dänemark, 
enthielt: 
Proteinkinase K  
Peroxidase-Block (3 % Wasserstoffperoxid) 
EGFR-Primärantikörper (monoklonaler Maus-Anti-Human-EGFR) 
Negativ Kontrolle (monoklonaler Maus-IgG1- Antikörper) 
Labelled Polymer-HRP (Dextranpolymer konjugiert mit Meerretichperoxidase 
und affinitätsisolierten Ziegen-Anti-Maus-Immunglobuline) 
DAB + Substratpuffer 
DAB + Chromogen (5 % 3,3-Diaminbenzidin) 
Waschpuffer (10 x) 
Positive Kontrollproben auf Objektträgern 
 
Die Färbung erfolgte nach angegebenem Protokoll in fünf Schritten: 
Schritt 1: Auftragen der Proteinkinase K auf den Objektträger, bis die Probe 
vollständig bedeckt war (ca. 100 μl); 5 Minuten Inkubation. Es 
erfolgte eine proteolytische Andauung zum Abbau von Proteinen 
und Peptiden. 
Schritt 2: Auftragen des Peroxidase- Blockes (ca. 100 μl) und Inkubation für 
5 Minuten.  
Spülung und Inkubation für 5 Minuten mit dem Waschpuffer. 
Schritt 3: Zugabe von primärem Antikörper oder negativem Kontrollreagenz.  
Inkubation in einer Feuchtigkeitskammer für 30 Minuten. 
 Objektträger spülen. 
Schritt 4: Zugabe von ca. 100 μl markierten Polymeren; Inkubation für 30 
Minuten 
Schritt 5: Auftragen von ca. 100 μl DAB + Substrat- Chromogenlösung; 
Inkubation für 10 Minuten; Entfernen der Lösung und 
Lufttrocknung 
 
Bei jedem Färbedurchlauf wurde eine negative Kontrollprobe eingesetzt. 







In Kooperation mit Frau Dr. med. Ramaswamy wurden anhand der Datenbank 
der Pathologie Marburg 70 Biopsate von 54 Patienten mit Bronchialkarzinom, 2 
Leberbiopsate von Patienten mit Adenokarzinom der Leber und 6 
Lungenbiopsate von Patienten mit Bronchitis identifiziert. Von den insgesamt 70 
Biopsaten fand sich in 8 Fällen kein oder ein nicht ausreichendes in Paraffin-
eingebettetes Material. Diese Proben konnten in der weiteren Analyse nicht 
bearbeitet werden. In die Untersuchung mit einbezogen wurden daher nur die 
insgesamt 62 Biopsate.  
Die Tabelle 4.1.1. auf Seite 35 fasst die Charakteristika der untersuchten 
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Tabelle 4.1.1.: Zusammenfassung der Patientencharakteristika    
   n % 
Total  62 100 
 Männer 50   81 
 Frauen 12   19 
Alter    
 < 60 Jahre 13   21 
 > 60 Jahre 49   79 
 Mittelwert 66  
 Range 29-83  
Histologie    
 Adenokarzinom 42   67 
 Großzelliges Karzinom   3     4 
 Plattenepithelkarzinom   3     4 
 Adenosquamöses Karzinom   6     9 
 NSCLC   2     3 
 Bronchitis   6     9 
Grading    
 G1 = gut   9   14 
 G2 = mäßig 24   40 
 G2-3   3     5 
 G3 = schlecht 14   22 
 G3-4   2     3 
 G4 = undifferenziert   1     1 
 Keine Einteilung 11   17 
Primärtumor    
 T1 17   27 
 T2 23   37 
 T3   7   11 
 T4   3     5 
 Keine Einteilung 12   19 
Regionäre Lymphknoten    
 N0 31   50 
 N1 12   19 
 N2-3   6   10 
 Keine Einteilung 13   21 
Stadieneinteilung    
 IA 12   24 
 IB 11   22 
 IIA   2     4 
 IIB 11   22 
 IIIA   8   16 
 IIIB   3     6 
 IV   2     4 
 Keine Einteilung 13   21 
 
  


















Abbildung 4.1.1.: Verteilung der Stadieneinteilung 
 
4.2. Ergebnisse der Mutationsanalyse 
 
An Gewebeproben von 62 Patienten wurde eine systematische 
Mutationsanalyse im Gen des EGFR im Bereich des Exon 19 und 21 
durchgeführt. Dafür wurde die DNA aus den zur Verfügung gestellten Proben 
extrahiert und die einzelnen Exone der Gene wurden anschließend mittels PCR 
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in der SSCP-Analyse eingesetzt. 
Abweichungen im Laufverhalten in der SSCP-Analyse wurden mit einer 
Wiederholung des Versuches überprüft.  
Insgesamt konnten durch die SSCP-Analyse bei 6 Patienten Mutationen im Gen 
für Exon 19 und bei einem Patient eine Mutation im Gen von Exon 21 
identifiziert werden. Die Ergebnisse wurden zur Bestätigung sequenziert.  
Die Sequenzierung ergab 6 Mutationen im Gen für Exon 19 in Form von „in-
frame“-Deletionen an Position 2236_2250, sowie eine Mutation im Gen für Exon 
21 in Form einer „missense“-Mutation an Position 2573, die zu einer Subsitution 
von Threonin anstelle von Glutamin führt. 
Eine Bandenverschiebung in der SSCP-Analyse bei Patient Nr. 19, die auf das 
Vorliegen einer Mutation hinweist, konnte in der Sequenzierung nicht 
nachgewiesen werden. In einem Fall fand sich trotz auffälligem Bandenmuster 
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in der SSCP-Analyse in der nachfolgenden Sequenzierung keine 
korrespondierende Mutation. Grund hierfür könnte die geringe Sensitivität der 
Sequenzierung sein oder ein verminderter Gehalt an Tumor-DNA aufgrund 
Durchmischung des Gewebes mit Stroma in der nativen Patientenprobe.  
Der retrospektive Aufbau der Studie erlaubte keine weitere Datenerhebung 
bzgl. Raucherstatus der Patienten, ethnischer Herkunft der Patienten, sowie 
erhaltener Therapie mit Auftreten von Nebenwirkung, Ansprechrate und 
Überlebenszeit der Patienten.   
 
Tabelle 4.2.1.: Zusammenfassung der Ergebnisse der Mutationsanalyse 
Pat. 
Nr. 
 Alter Histologie SSCP Mutation 
*1 
Alteration 




19 w 78 Adeno-Ca Positiv Negativ entfällt 
 




















45 w 76 Adeno-Ca Positiv Positiv 
(Exon 21) 
Substitution 2573 T>G 
(L858R) 
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Die Deletion beschreibt den Verlust eines interstitiellen 
Chromosomenabschnittes. Dies führt zur Verschiebung des Leserasters 
(„frameshift“). Bei der „in-frame“-Deletion kommt es nur zu einem geringen 
Basenverlust und die Funktion des Proteins bleibt verändert erhalten. 
Die Substitution beschreibt den Austausch einer einzelnen Base, was eine 
Punktmutation zur Folge hat. Bei der „missense“-Mutation führt dies zum 
Einbau einer anderen Aminosäure, das Leseraster wird nicht verschoben. Es 
entsteht ein Protein mit möglicherweise veränderter Konformation oder 
Funktion. 
 
Tabelle 4.2.2.: Die im Rahmen dieser Arbeit erwarteten genomischen 
Alterationen in der Tyrosinkinase-Domäne im Gen des EGFR (Marchetti et al. 
2005) 
 






  2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA    
 
E746_A750del 
  2237_2254delAATTAAGAGAAGCAACAT 
 
E746_T751del (ins ala) 
  2239_2247delTTAAGAGAA               
                  
L747_E749del 
  2240_2251delAAGAGAAGCAAC 
 
L747_T751del (ins ser) 




2572 C >A L858M 
 
  2573 T >G  L858R 
 
 
4.3. Exon 19 
 
Die SSCP-Analyse zeigte eine Laufmusterabweichung der Mutante HCC827 im 
Gegensatz zum Wildtyp Niere. Die im Anschluss durchgeführte Sequenzierung 
zeigte eine heterozygote in-frame Deletion an Position 2236_2250 mit einem 
Verlust von 15 Basenpaaren und somit von 5 Aminosäuren. 
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Abbildung 4.3.1.: PCR-Gel mit der Mutante HCC827 
  LM         M        1          2         3 
 
LM = Längenmarker, 123bp; M = Mutante HCC827 (Positivkontrolle); 1 = 
Zellinie HL60; 2 = NSZ (normale Stammzellen); 3 = Wildtyp A549 
(Negativkontrolle) 
Der schwarze Pfeil ( ) zeigt auf den Shift der Mutante HCC827 im 
Laufverhalten im Elektrophoresegel im Gegensatz zu den nicht mutierten 
Wildtyp-Zellinien. Der Shift entsteht durch den Verlust interstitieller 
Chromosomenstücke infolge der Mutation, somit ändern sich die Größe des 
Produktes und auch das Laufverhalten im Elektrophoresegel. 
 
Abbildung 4.3.2.: Laufverhalten der Mutante HCC827 im Polyacrylamidgel 
    LM       M       WT 
   
LM = Längenmarker, 123bp 
M = Mutante HCC827 (Positivkontrolle) 




Auch in der „single strand conformation 
polymorphism“- Analyse erkennt man ein von dem 
Wildtyp Niere abweichendes Laufverhalten (  
schwarzer Pfeil) im Polyacrylamidgel, das typisch für 
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Abbildung 4.3.3.: Sense- und Antisense-Sequenzierung der Mutante HCC827 
del746_A750 (sense)      
 
 






Im Elektropherogramm erkennt man eine heterozygote in-frame Deletion  der 
Mutante HCC827 an Position 2236_2250 mit einem Verlust von 15 
Basenpaaren. 
Die Wildtypbasenabfolge in der Sense-Sequenzierung lautet in dem Bereich der 
Mutation TCAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCGAAAG. Die roten Pfeile 
markieren den deletierten Abschnitt der EGFR-Sequenz 
(TCAAG GAATTAAGAGAAGCAACATCTCC). In dem oben gezeigten 
"Elektropherogramm" der Zellinie HCC827 ist der deletierte Abschnitt 
entsprechend markiert (rote Pfeile).  
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Die Wildtypbasenabfolge in der Antisense-Sequenzierung lautet in dem Bereich 
der Mutation CTTTCGGAGATGTTGCTTCTCTTAATTCCTTGATA.  Der 
Bereich zwischen den roten Pfeilen zeigt den Verlust der Basentripletts 
aufgrund der Mutation, dieser ist im Bild ebenfalls mit zwei roten Pfeilen 
gekennzeichnet.  
Die roten Pfeile markieren den deletierten Abschnitt der EGFR-Sequenz 
(CTTTCGGAGATGT TGCTTCTCTTAATTCCTTGATA). In dem oben 
gezeigten "Elektropherogramm" der Zellinie HCC827 ist der deletierte Abschnitt 
entsprechend markiert (rote Pfeile).  
 
4.4. Exon 21  
Die SSCP-Analyse von Exon 21 zeigte in der Zellinie NCI H1975 eine 
Laufmusterabweichung im Vergleich mit der Wildtyp-Zellinie Niere. Die 
Sequenzierung der Zellinie NCI H1975 ergab eine heterozygote missense-
Mutation  (L858R) an Position 2573 T > G an. Daraus resultiert  eine 
Aminosäuren-Substitution  von Leucin zu Arginin innerhalb der Domäne der 
Tyrosinkinase. 
 
Abbildung 4.4.1.: PCR-Gel mit der Mutante NCI H1975 
     LM             M             WT 







LM = Längenmarker, 123bp; M = Mutante NCI H1975 (Positivkontrolle); WT = 
Wildtyp A459 (Negativkontrolle) 
Man erkennt keine wesentliche Veränderung im Laufverhalten der Mutante im 
Vergleich zu dem Wildtyp, da es sich im Falle einer Mutation im Gen von Exon 
21  um eine Substitution, also einen Basenaustausch, handelt. Es gehen keine 
Nukleotide verloren und somit ändert sich die Größe des Produktes nicht. 
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Abbildung 4.4.2.: Laufverhalten der Mutante NCI H1975 im Polyacrylamidgel 
 
   LM        M        WT 
 
LM  = DNA- Längenmarker; 123bp 
M         = Mutante NCI H1975 (Positivkontrolle) 
WT  = Wildtyp Niere (Negativkontrolle) 
 
In der „single strand conformation polymorphism“- 
Analyse erkennt man die Mutation, die durch 
Änderung in der Einzelstrangkonfiguration entsteht, 
im Vergleich zum Wildtyp durch ein verändertes 





Abbildung 4.4.3.: Sense-Sequenzierung der Mutante NCI H1975                 
 
Die Sequenzierung der Mutante NCI H1975 zeigt eine heterozygote missense-
Mutation  (L858R) an Position 2573 T >G an (  roter Pfeil). Daraus resultiert  
eine Aminosäuren- Substitution innerhalb der Domäne der Tyrosinkinase. 
 
4.5. Sensitivität der SSCP-Analyse 
Zur Ermittlung der Sensitivität der eingesetzten Plasmide in der SSCP, wurde 
eine absteigende Verdünnungsreihe erstellt. Dabei wurden die hergestellten 
Mutanten-Plasmide mit den Wildtyp-Plasmiden in einer unten aufgeführten 
Verdünnungsreihe vermischt, in einer PCR eingesetzt und anschließend in 
einem SSCP-Gel aufgetragen.  
Die Auftrennungsverfahren beruhen auf dem unterschiedlichen 
Wanderungsverhalten der DNA-Einzelstränge im elektrischen Feld. 
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Tabelle 4.5.1.: Absteigende Verdünnungsreihe 
Reaktionsgefäß Plasmid Mutante Plasmid Wildtyp 
   
1 100%       =     50    μl     0%      =      0     μl 
2   50%       =     25    μl   50%      =     25    μl 
3   40%       =     20    μl   60%      =     30    μl 
4   30%       =     15    μl   70%      =     35    μl 
5   20%       =     10    μl   80%      =     40    μl 
6   10%       =       5    μl   90%      =     45    μl 
7     5%       =       2,5 μl    95%      =     47,5 μl 
8     0%       =       0    μl 100%      =     50    μl 
 
 
Verdünnungsreihe Exon 19 
 
Abbildung 4.5.1.: Verdünnungsreihe der Mutante HCC827 mit dem Wildtyp 
Niere 
   LM        1         2         3         4         5         6         7         8         LM 
LM    = DNA- Längenmarker; 123bp 
1.-8. = Verdünnungsreihe  
Das Gelelektrophoresebild zeigt die Verdünnungsreihe der Zelllinie HCC827, 
die die Mutation in Exon 19 trägt, mit dem Wildtyp Niere an. Man kann den Shift 
(  schwarze Pfeile), ausgelöst durch Deletion einzelner Basenpaare, bis zu 
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Abbildung 4.5.2.: Laufverhalten der Verdünnungsreihe im Polyacrylamidgel 
 
   LM      N     1      2      3      4      5      6     7      8      M     N    LM 
 
LM = DNA-Längenmarker; 123bp 
N = Niere; entspricht Negativkontrolle 
1 = 100% HCC827, entspricht Positivkontrolle 
2 =   50% HCC827 
3 =   40% HCC827 
4 =   30% HCC827 
5 =   20% HCC827 
6 =   10% HCC827 
7 =     5% HCC827 
8 =     0% HCC 827 
M = Mutante HCC827, entspricht Positivkontrolle 
N = Negativkontrolle 
LM = DNA-Längenmarker; 123bp 
 
In der SSCP-Analyse kann man die unterschiedlichen Bandenverläufe bis zu 
einer absteigenden Konzentration der Zelline HCC827 von 10% deutlich 
erkennen (  schwarzer Pfeil).  
Daraus lässt sich schließen, dass die Verdünnungsreihe für die Zelline HCC827 
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Verdünnungsreihe Exon 21 
 
Abbildung 4.5.3.: Verdünnungsreihe der Mutante NCI H1975 mit dem Wildtyp 
Niere 
 LM         1         2         3        4         5         6          7         8       LM  
  
LM  = Längenmarker, 123bp 
1.-8.  = Verdünnungsreihe 
Das Gelelektrophoresebild zeigt die Verdünnungsreihe der Zellinie NCI H1975, 
die die Mutation in Exon 21 trägt, mit dem Wildtyp Niere.  
 
 
Abbildung 4.5.4.: Laufverhalten der Verdünnungsreihe im Polyacrylamidgel 
  LM      N    1      2      3      4      5      6      7      8      M   N     LM  
 
LM = DNA-Längenmarker; 123bp 
N = Niere; entspricht Negativkontrolle 
1 = 100% NCI H1975, entspricht Positivkontrolle 
2 =   50% NCI H1975 
3 =   40% NCI H1975 
4 =   30% NCI H1975 
5 =   20% NCI H1975 
6 =   10% NCI H1975 
7 =     5% NCI H1975 
8 =     0% NCI H1975 
M = Mutante NCI H1975, entspricht Positivkontrolle 
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In der SSCP- Analyse kann man die unterschiedlichen Bandenverläufe bis zu 
einer absteigenden Konzentration der Zelline NCI H1975 von 10% deutlich 
erkennen (  schwarzer Pfeil).  
Daraus lässt sich schließen, dass die Verdünnungsreihe für die Zelline NCI 
H1975 in der SSCP- Analyse eine Sensitivität von ca. 90% hat. 
 
4.6. Immunhistochemische Färbung des „epidermal growth factor  
       receptors“ 
Die immunhistochemische Färbung des EGFR mit dem pharmdxTM-Kit wurde 
als weitere diagnostische Option getestet. Dabei wurden vier unterschiedliche 
Patientenproben sowie eine Positivkontrolle, die der Qualitätskontrolle diente, 
gefärbt. Bei den Patientenproben handelte es sich um jeweils einen Patienten, 
der eine Mutation sowohl in der SSCP- Analyse, als auch in der Sequenzierung 
zeigte, sowie um je einen Patienten der in der SSCP-Analyse keine Mutation 
zeigte. 
 
Abbildung 4.6.1.: Positivkontrolle 
 
Positivkontrolle der immunhistochemischen EGFR- Färbung. 
Drüsengewebe, 200fache Vergrößerung; Färbeintensität 3+ 
Die roten Pfeile ( ) zeigen die spezifische membranöse komplette 
zirkumferente Färbung, die sich in der Epidermis betont basal und in den 
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Talgdrüsen im Bild wieder findet. Der schwarze Pfeil ( ) zeigt eine 
zytoplasmatische Teilreaktion, die unspezifisch ist. 
 
 
4.7. Darstellungen der Ergebnisse 
 
4.7.1. Patient 26 
 
Patient Nr. 26 zeigte in der SSCP- Analyse eine Laufmusterabweichung und in 
der anschließenden Sequenzierung eine Mutation in Exon 19 in Form einer 
heterozygoten in-frame Deletion an Position 2236_2250. 
 
 
Abbildung 4.7.1.: Laufverhalten der Patientenprobe 26 im Polyacrylamidgel 
   LM      M      WT   14a   14b   14c   19a    19b   24     26a    26b 
 
LM = Längenmarker, 123bp; M = Mutante HCC827; WT = Wildtyp; 14a, 14b, 
14c, 19a, 19b, 24 = Patientenproben; 26a und b = Patient Nr. 26. Man erkennt 
die Abweichung im Laufverhalten (schwarzer Pfeil) von Patient Nr. 26 im 
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Abbildung 4.7.2.: Sense-Sequenzierung der Patientenprobe Nr. 26 




Abbildung 4.7.3.: Antisense-Sequenzierung der Patientenprobe Nr. 26 
  del746_A750 (antisense)  
 
 
Die Sequenzierung der Patientenprobe Nr. 26 zeigte eine heterozygote in-frame 
Deletion an Position 2236_2250 mit einem Verlust von 15 Basenpaaren. 
Die roten Pfeile markieren den deletierten Abschnitt der EGFR-Sequenz 
(TCAAG GAATTAAGAGAAGCAACATCTCC). In dem oben gezeigten 
"Elektropherogramm" der Zellinie HCC827 ist der deletierte Abschnitt 
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Abbildung 4.7.4.: Immunhistochemischer Nachweis des EGFR in der 
Patientenprobe Nr. 26 
 
 
Immunhistochemische Färbung des EGFR in der Patientenprobe Nr. 26, die in 
der SSCP-Analyse eine in-frame Deletion aufzeigte. 
Lungengewebe: Adenosquamöses Karzinom, 200fache Vergrößerung. 
Kein immunhistochemischer Nachweis von EGFR. 




4.7.2. Patient 9 
 
Patient Nr. 9 zeigte im SSCP-Polyacrylamidgel kein abweichendes 
Laufverhalten und somit keine Mutation in der Exon 19-Analyse. Es wurde 
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Abbildung 4.7.5.: Laufverhalten der Patientenprobe Nr. 9 im Polyacrylamidgel 
   LM       M      WT     9 
 
 
LM = Längenmarker, 123bp; M = Mutante HCC827; WT = Wildtyp; 9 = 
Patienten Nr. 9. Man erkennt kein abweichendes Laufverhalten in der 
Patientenprobe. Das Laufverhalten gleicht der des Wildtyps. 
 
 
Abbildung 4.7.6.: Immunhistochemischer Nachweis des EGFR in der 




Immunhistochemische Färbung des EGFR in der Patientenprobe Nr. 9, die in 
der SSCP-Analyse keine Mutation aufzeigte. 
Lungengewebe: Adenokarzinom, 200fache Vergrößerung. 
Färbeintensität 2+ 
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Partiell membranöse positive Reaktionen, die schwach und nur inkomplett 
ausgeprägt sind ( roten Pfeilen). Zusätzliche zytoplasmatische Teilreaktionen 




4.7.3. Patient 45 
 
In der Patientenprobe Nr. 45 konnte im SSCP-Polyacrylamidgel eine Mutation 
in der Exon 21-Analyse identifiziert werden. Die Sequenzierung ergab eine 
heterozygote missense-Mutation mit einer Nukleotidsubstitution an Position 
2753, die einen Austausch der Base T >G bewirkt.  
 
Abbildung 4.7.7.: Laufverhalten der Patientenprobe Nr. 45 im Polyacrylamidgel 
   LM       M        WT     41a      41b    41c      42        45       46a 
 
LM = Längenmarker, 123bp; M = Mutante NCI H1975; WT = Wildtyp; 41a, 41b, 
41c, 42, 46a = weitere Patientenproben; 45 = Patienten Nr. 45; restlichen freien 
Felder sind weitere negative Patientenproben. Man erkennt die Abweichung im 
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Abbildung 4.7.9.: Antisense-Sequenzierung der Patientenprobe 45 mit dem 




Die Sequenzierung der Patientenprobe in Abbildung 4.5. 8 und 9 zeigte eine 
Mutation im Gen für Exon 21 in Form einer Substitution an Position 2573 T > G 
an. Die Mutation ist nicht voll ausgeprägt, man erkennt aber an der Markierung 
(  roter Pfeil), dass es hier zu einer fast gleichstarken Ausprägung der beiden 
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Abbildung 4.7.10.: Immunhistochemischer Nachweis des EGFR in der 
Patientenprobe Nr. 45 
 
Immunhistochemische Färbung des EGFR in der Patientenprobe Nr. 45, die 
eine Mutation in Exon 21 im Polyacrylamidgel und in der Sequenzierung zeigte. 
Lungengewebe: Adenokarzinom, 200fache Vergrößerung 
Färbeintensität 2+ 
  Partiell membranöse positive Reaktionen, die schwach und nur inkomplett 
ausgeprägt ist, gekennzeichnet mit roten Pfeilen ( ). 
Zusätzliche zytoplasmatische Teilreaktionen vorhanden ( schwarzer Pfeil). 
 
 
4.7.4. Patient 16 
 
Patient Nr. 16 zeigte im SSCP-Polyacrylamidgel kein abweichendes 
Laufverhalten und somit keine Mutation in der Exon 21-Analyse. Es wurde 
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Abbildung 4.7.11.: Laufverhalten der Patientenprobe Nr. 16 im Polyacrylamidgel 
 LM     M     WT  13a  13b  13c  15a  15b   16a   16b  16c  17a  17b   17c  LM     
 
LM = Längenmarker, 123bp; M = Mutant NCI H1975; WT = Wildtyp; 13a; 13b, 
13c, 15a, 15b, 17a, 17b, 17c = weitere Patientenproben; 16a, b, c = Patient Nr. 
16. Man erkennt kein abweichendes Laufverhalten in der Patientenprobe. Das 
Laufverhalten gleicht der des Wildtyps. 
 
Abbildung 4.7.12.: Immunhistochemischer Nachweis des EGFR in der 
Patientenprobe Nr. 16 
 
Immunhistochemische Färbung des EGFR in der Patientenprobe Nr. 16, die 
keine Mutation aufzeigte. 
Lungengewebe: adenosquamöses Karzinom, 200fache Vergrößerung 
Färbeintensität 1+ 
Partiell membranöse positive Reaktionen, die schwach und nur inkomplett 
ausgeprägt ist, gekennzeichnet mit roten Pfeilen. 
Zusätzliche zytoplasmatische Teilreaktionen vorhanden (schwarzer Pfeil). 
 




Der Schwerpunkt der Arbeit lag in der sorgfältigen Etablierung einer Methode 
zur EGFR-Mutationsanalyse von Patienten mit NSCLC. Die Sensitivität der 
Methode, die in einer Verdünnungsreihe ermittelt wurde zeigte, dass ≥10% 
mutierte DNA zum Nachweis der Mutation in der SSCP-Analyse ausreichen.  
Bei den 62 untersuchten Patientenproben konnten 7 Mutationen (11%) in der 
Tyrosinkinase-Domäne des EGFR nachgewiesen werden, davon entfielen 6 
Mutationen (9,7%) auf eine „in-frame“-Deletion in Exon 19 und eine Mutation 
(1,6%) auf eine heterozygote „missense“-Mutation in Exon 21. Die Ergebnisse 
der SSCP-Analyse, die durch die Sequenzierung kontrolliert wurden, konnten 
bis auf eine Probe in ihrer Richtigkeit bestätigt werden. Patient-Nr. 19 zeigte in 
der SSCP-Analyse eine Bandenverschiebung, die auf eine Mutation hinweist. 
Dieser Verdacht konnte in der Sequenzierung nicht bestätigt werden. Hier fand 
sich ausschließlich Wildtyp-Sequenz. Gründe hierfür können die geringe 
Sensitivität der Sequenzierung (25%) sein, eine verminderte Qualität des PCR-
Produktes durch die durchgeführte nested-PCR oder eine Durchmischung des 
Tumorgewebes mit Stroma im Gewebeblock, was bei der DNA-Extraktion zu 
einer Verdünnung der mutierten Tumor-DNA durch normale Wildtyp-DNA 
geführt haben könnte.  
 
5.1. IDEAL, INTACT, TALENT, TRIBUTE und BR.21 
 
Die aktuelle Studienlage gibt widersprüchliche Daten zur klinischen Bedeutung 
der Mutation, zur Inzidenz der Mutation und dem Zusammenhang zwischen 
vorliegender Mutation und Ansprechen auf eine Therapie mit 
Tyrosinkinaseinhibitoren an.  
Die Ergebnisse der IDEAL 1- und 2-Studien zeigten klinisch signifikante Vorteile 
für die Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC und somit 
schlechter Prognose, die ansonsten einen frustranen klinischen Verlauf zeigen 
und frühzeitig versterben. Das klinische Ansprechen und die im Vergleich zu 
anderen Therapien geringen Nebenwirkungen setzten große Hoffnungen in die 
Behandlung mit den Tyrosinkinaseinhibitoren. Insgesamt wird die Wirksamkeit 
von Gefitinib in der Literatur widersprüchlich behandelt. Hohe Ansprechraten 
und Verlängerung in der Gesamtüberlebenszeit werden v.a. in NSCLC-
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Patienten mit EGFR-Mutation im Gegensatz zu Patienten ohne Mutation 
gesehen. Weitere klinische Studien zur Abklärung des Patientenkollektivs, das 
von der Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren profitiert, sind notwendig. Derzeit 
findet die Monotherapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren in der Routine nur 
Anwendung bei Patienten mit nachgewiesener EGFR-Mutation. Daher ist eine 
genaue genetische und klinische Analyse der Patienten nötig, um diesen eine 
optimierte Therapie zu gewährleisten.  
Die Aufgabenstellung dieser Studie erfolgte nach der Veröffentlichung der 
Ergebnisse von IDEAL1 und 2 zu Beginn der Diskussion um die klinische 
Bedeutung der EGFR-Mutation.  
Die Gefitinib-Monotherapie wurde in den Phase II-Studien IDEAL 1 und 2 
(IRESSA Dose Evaluation in Advanced Lung Cancer) bei Patienten mit stark 
vorbehandelten NSCLC auf Wirksamkeit und Verträglichkeit von zwei 
Dosierungen (250 mg/d vs. 500 mg/d) überprüft. Die Patienten in der IDEAL 2-
Studie waren stärker vorbehandelt und hatten eine schlechtere Prognose als in 
IDEAL 1 (Giaccone 2005). 
Die Ergebnisse der Studie, die eine klinisch signifikante Antitumoraktivität, 
Symptomverbesserung und Verlängerung der Überlebenszeit zeigten, führten 
zu einer schnellen Zulassung von Iressa® in den USA (Bell et al. 2005; 
Fukuoka et al. 2003; Pao & Miller 2005). Nach Veröffentlichung der Ergebnisse 
der ISEL-Studie (IRESSA Survival Evaluation in Lung cancer) an 1692 
Patienten im Herbst 2004, die keine signifikanten Verlängerungen der 
Überlebenszeit zeigten (mediane ÜZ 5.6 für Gefitinib vs. 5.1 Monate für 
Placebo) (Comis 2005; Thatcher et al. 2005), wurde das Medikament wieder 
vom Markt genommen.  
Die randomisierten, placebokontrollierten, doppelblinden Phase III-Studien zur 
first-line Therapie mit Gefitinib INTACT 1 und 2 (IRESSA NSCLC Trials 
Assessing Combination Therapy) untersuchten die Wirksamkeit und 
Verträglichkeit von Gefitinib in der Kombinationschemotherapie. In diese Studie 
eingeschlossen wurden Patienten mit nicht vorbehandelten NSCLC Stadium 
III/IV, 70% hatten bereits Metastasen oder waren stark symptomatisch. Die 
Studie umfasste jeweils über 1000 Patienten. INTACT 1 kombinierte die 
Therapie von Gefitinib mit Gemcitabin/Cisplatin, INTACT 2 Gefitinib mit 
Paclitaxel/Carboplatin.  Die Kombination von Gefitinib mit anderen 
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Chemotherapeutika zeigte im Vergleich mit der Placebo-Gruppe keinen Benefit, 
weder in der medianen Überlebenszeit, der Ansprechrate oder der freien Zeit 
bis zur Progression (Bell et al. 2005; Giaccone et al. 2004; Herbst et al. 2004).  
Erlotinib (Tarceva®) wurde ebenfalls in mehreren Studien in der Monotherapie 
(BR.21) und in Kombination mit Gemcitabin und Cisplatin (TALENT = Tarceva 
lung cancer investigation) sowie Paclitaxel und Carboplatin (TRIBUTE = 
Tarceva Responses in Conjunction with Paclitaxel and Carboplatin) untersucht. 
Die beiden Kombinationschemotherapien TALENT und TRIBUTE waren 
vergleichbar mit den INTACT-Studien.  
Die Phase III-Studie zur Monotherapie mit Gefitinib (BR.21) wurde vom 
„National Cancer Institute of Canada“ an 731 Patienten mit vorbehandeltem 
NSCLC durchgeführt. Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Verlängerung 
der Überlebenszeit, sowie eine klinische relevante Symptomkontrolle und 
Verbesserung der Lebensqualität (Bezjak et al. 2006; Shepherd et al. 2005). 
Vergleichbare Ergebnisse fanden Lee et al. in einer kleineren Studie mit 37 
unbehandelten Nichtrauchern mit fortgeschrittenen oder metastasierten 
Adenokarzinom (Lee et al. 2005).  
Die Phase III-Studie TRIBUTE zur first-line Kombinationschemotherapie von 
Erlotinib mit Paclitaxel und Carboplatin (150 mg/d Erlotinib kombiniert mit bis zu 
6 Zyklen Chemotherapie, sowie anschließender Monotherapie mit Erlotinib) an 
unbehandelten NSCLC-Patienten mit Stadium IIIB/IV verfehlten den primären 
Endpunkt, eine Verlängerung der Überlebenszeit im Vergleich zu der Placebo-
Gruppe mit alleiniger Chemotherapie (10.6 Monate Erlotinib-Gruppe vs. 10.5 
Monate Placebo-Gruppe). Eine geringe Verbesserung der Überlebenszeit fand 
sich nur bei Nichtrauchern. Dieses Ergebnis muss erst in weiteren Studien 
bestätigt werden (Herbst et al. 2005). Auch die Phase III-Studie TALENT von 
Erlotinib in Kombination mit Gemcitabin und Cisplatin an unbehandelten 
NSCLC-Patienten im fortgeschrittenen Stadium zeigte, ähnlich der TRIBUTE-
Studie, keine Vorteile, weder in der Ansprechrate auf die Therapie noch im 
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Tabelle 1.5.2.: Studien zur aktuellen klinischen Forschungslage 
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21.5% 10.6  
(Bell et al.  2005; Perez-Soler et al. 2004) 
 
5.2. Inzidenz der Mutation  
 
Die Häufigkeit der Mutation wird in den aktuellen Studien mit einer Frequenz 
von 10-56% in NSCLC-Patienten angegeben. Diese Angaben sind aber 
vorsichtig zu bewerten, da sich die Patientenkollektive in den einzelnen Studien 
stark unterscheiden. Die Studie von Mitsudomi et al. schloss beispielsweise nur 
japanische Patienten ein, bei denen laut Literatur aber mehr Mutationen 
vorkommen und das Ergebnis somit eine übermäßig hohe Inzidenz an 
Mutationen vorgibt. Lynch et al. untersuchten nur Patienten, die auf die 
Therapie ansprachen. Diese und weitere andere Aspekte sind bei der 
Bewertung der Studien mit zu berücksichtigen, da sie eine scheinbar höhere 
Inzidenz im Vergleich zu anderen Studien vermitteln. Bewertet man nur Studien 
mit vergleichbaren Patientenkohorten, liegt die Frequenz der Mutation bei 10-
25%. Weiterhin ist die Technik der Mutationsanalyse zu berücksichtigen. 
Unterschiede in der Durchführung oder auch Verwendung anderer  Methoden 
kann zu einer Verfälschung der Ergebnisse führen, die dann untereinander 
nicht vergleichbar sind. Die hier vorgestellten Studien untersuchten die Mutation 
fast ausschließlich über die Sequenzierung. 
Die häufigsten Mutationen stellen sich in Form von „in-frame“-Deletionen in 
Exon 19 und „missense“-Mutationen (L858R) in Exon 21 dar (Han et al. 2005; 
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Kosaka et al. 2004; Lynch et al. 2004; Paez et al. 2004; Pao et al. 2004; 
Shigematsu et al. 2005; Toyooka et al. 2006).  
Der Anteil gefundener Mutationen in unserer Studie (11%)  liegt im unteren 
Bereich der veröffentlichten Daten. Ursache könnte eine abweichende 
Verteilung im Patientenkollektiv im Vergleich zum Patientenkollektiv der 
veröffentlichten Daten sein. Das Patientenkollektiv unserer Studie setzt sich z.T. 
anders zusammen, u.a weil die Studie retrospektiv v.a. an älteren Patienten 
(Durchschnittsalter 66 Jahre) erfolgte,  weil die Proben primär aus chirurgisch 
resezierten Gewebematerial entstammen und weil hauptsächlich 
fortgeschrittene Tumoren untersucht wurden.  Das  Probenmaterial aus den 
eingeschlossenen Studien entstammte hauptsächlich aus Operationen. Jedoch 
wurden keine genauen Angaben zu Stadium und Therapie der Erkrankung zum 
Zeitpunkt der Gewebeentnahme gemacht. Einige Studien untersuchten Proben 
von unbehandelten Patienten, andere Studien schlossen vorbehandelte 
Patienten in ihre Studien ein, wobei sich wiederum die Art der Therapien 
unterschied.  
 
Auch die wichtigen Studien von Lynch et al. und Marchetti et al. untersuchten 
die Inzidenz an EGFR-Mutationen bei NSCLC-Patienten. Marchetti et al. fanden 
39 Mutationen (10%) in 375 untersuchten Patienten mit Adenokarzinom. Davon 
waren 18 (46%) im Gen für Exon 19 und 21 (54%) im Gen für Exon 21 
lokalisiert. Diese Mutationen konnten in gesunden Lungenproben der gleichen 
Patienten nicht nachgewiesen werden. In den gleichfalls untersuchten 454 
Plattenepithelkarzinomen und 31 Großzelligen Karzinomen fanden sich keine 
Mutationen (Marchetti et al. 2005). Lynch et al. untersuchten 25 Patienten aus 
einer Kohorte von 275 Patienten mit Gefitinib-Monotherapie. Von diesen 25 
Patienten, die alle ein klinisch relevantes Ansprechen auf die Therapie zeigten, 
wurden 9 auf Mutationen untersucht. Es fanden sich bei 8 Patienten somatische 
Mutationen in der Tyrosinkinasedomäne des EGFR, davon 4 „in-frame“-
Mutationen (44.4%) in Exon 19, 3 “missense“-Mutationen (33.3%) in Exon 21, 
sowie eine Mutation in Exon 18 (11.1%) (Lynch et al. 2004). Pao et al. 
untersuchten retrospektiv 10 Patienten, die auf eine Gefitinib-Monotherapie 
ansprachen auf Mutationen und fanden in dieser kleinen Kohorte 7 Mutationen 
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im EGFR (Pao et al. 2004). Die Ergebnisse sind mit denen von Lynch et al. 
vergleichbar.  
Die Tabelle dient der Veranschaulichung der unterschiedlichen Daten der 
aktuellen Studien bzgl. Verteilung und Häufigkeit der EGFR-Mutationen. Die 
Schwankungen in der Häufigkeit der Mutationen kommen am ehesten aufgrund 
unterschiedlicher Selektionsverfahren in den Patientenkohorten zustande.  
 
Tabelle 5.1.: Verteilung der Häufigkeit an Mutationen in aktuellen Studien 
Studie n Mutation 
insgesamt 
















(Han et al. 2005) 90 17 (18.9%) 7 (41%) 6 (35%)  4 (24%) 
(Shigematsu et al. 
2005) 
617 130 (21%) 62 (48%) 52 (40%) 16 (12%) 
(Kosaka et al. 
2004) 
277 111 (40%) 52 (47%) 54 (49%) 5 (4%) 
(Tomizawa et al. 
2005) 
120 29 (24%) 16 (55%) 12 (41%) 1 (4%) 
(Cappuzzo et al. 
2005) 
89 15 (17%) 7 (47%) 8 (53%)  
(Fujiwara et al. 
2006) *2 
26 11 (42.3%) 6 (55%) 5 (45%)  
(Lee et al. 2006) *3 90 17 (18.9%)    
(Paez et al. 2004) 
*3 
119 16 (13.4%)    
(Mitsudomi et al. 
2005) *4 
59 33 (56%) 17 (52%) 15 (45%) 1 (3%) 
(Takano et al. 
2005) 




62 7 (11%) 6 (9,7 %) 1 (1,6%)  
 
n = Anzahl der an der Studie teilgenommenen Patienten 
 
*1Punktmutationen in Exon 18, die in unserer Studie nicht untersucht wurden      
und auch keinen Zusammenhang mit den dargestellten Ergebnissen aufweisen. 
*2Kohorte von insgesamt 108 japanischen Patienten, von denen 26 
Gewebeproben in die Untersuchung mit einbezogen wurden. Der Autor geht 
nicht auf nähere Gründe für die Auswahl der Patienten ein. 
*3Der Autor hat keine weiteren Angaben zur Art der Mutation gemacht. 
*4Patientenkohorten umfassten ausschließlich japanische Patienten. Das 
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5.3. Charakteristika der Patienten mit EGFR-Mutation 
 
Die oben beschriebene Inzidenz der Mutation von 10-25% tritt 
überdurchschnittlich häufig in Subgruppen von Patienten mit NSCLC im 
Vergleich zu anderen Patienten mit anderen Charakteristika auf. In diese 
Subgruppe mit gehäuftem Auftreten der Mutationen gehören Frauen, 
Nichtraucher, Patienten asiatischer Herkunft und Patienten mit Adenokarzinom 
in der Histopathologie (Kosaka et al. 2004; Lynch et al. 2004; Marchetti et al. 
2005; Miller et al. 2004; Paez et al. 2004; Pao et al. 2004; Shigematsu et al. 
2005; Takano et al. 2004). Die große Studie von Shigematsu et al. fanden in 
130 von 617 untersuchten Patienten Mutationen im EGFR. Die Verteilung der 
Mutation in den Subgruppen im Vergleich zur restlichen Kohorte wird in dieser 
Studie wie folgt angegeben: 42% weibliche Patienten mit Mutation vs. 14% 
männliche Patienten mit Mutation, 40 % Mutationen in Adenokarzinomen vs. 
3% Mutation in anderen histologischen Klassifikationen, 51% Mutationen in 
Nichtrauchern vs. 10% Mutationen in Rauchern, sowie Patienten asiatischer 
Herkunft mit 30% Mutationen vs. 8% Mutationen in Patienten anderer 
ethnischer Abstammung (Shigematsu et al. 2005). Tomizawa et al. geben 
zusätzlich den oben genannten Kriterien ein vermehrtes Aufkommen von 
Mutationen bei jüngeren Patienten im Gegensatz zu älteren Patienten an 
(Tomizawa et al. 2005). Weiterhin finden sich die Mutationen eher in gut 
differenzierten als in schlecht differenzierten Tumoren, sowie in 
fortgeschrittenen Krankheitsstadien (Kosaka et al. 2004; Tomizawa et al. 2005). 
In unserer Studie fanden sich insgesamt 7 Mutationen in 5 Adenokarzinomen 
(71%), 1 Plattenepithelkarzinom (14%) und 1 Großzelligen Karzinom (14%) bei 
5 Männern und 2 Frauen. Diese Verteilung der Histologie entspricht den 
Ergebnissen in der Literatur, in denen die Mutation, im Vergleich zu anderen 
Histologien, häufiger in Adeno-Ca vorkommt. Das Alter der Patienten mit 
Mutation lag im Bereich von 64-82 Jahren  (Durchschnittsalter: 74 Jahre) und 
somit über dem der in der Literatur angegebenen Werte, wo das Auftreten der 
Mutation bei v.a. jüngeren Patienten beschrieben wird. Weiterhin wird das 
Auftreten der Mutation häufiger bei Frauen beschrieben. Dieses Ergebnis wird 
in unserer Studie nicht gefunden. 
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Eine Patientin aus unserem Kollektiv entsprach dem Vergleichskollektiv der 
Subgruppe mit erhöhter Inzidenz der Mutation. Es handelte sich dabei um eine 
29-jährige Frau, Nichtraucherin, bei der ein Adeno-Ca im fortgeschrittenen 
Stadium diagnostiziert wurde. Die Patientin wurde, da sie dem Profil der 
Subgruppe entsprach,  unter dem starken Verdacht des Vorliegens einer 
Mutation mit in die Studie einbezogen. Dieser Verdacht konnte mit den von uns 
durchgeführten Methoden nicht bestätigt werden. Es fand sich, trotz 
entsprechendem Profil der Subgruppe, keine Mutation.  
Die Mehrheit der an NSCLC erkrankten Patienten sind ältere rauchende 
Männer, die im Vergleich zu der Subgruppe mit vermehrtem Vorkommen an 
Mutationen, keine Mutationen in Exon 19 und 21 aufweisen und ebenfalls eine 
geringere Ansprechrate auf die Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren zeigen 
Die Ergebnisse unserer Studie sind mit den Ergebnissen der aktuellen 
Studienlage vergleichbar. Wünschenswert wäre ein breiteres Patientenkollektiv 
mit v.a. jüngeren Patienten gewesen.  
 
5.4. Bedeutung der Mutation für die „targeted therapy“ 
 
Die steigende Inzidenz des NSCLC und die hohe Mortalitätsrate erfordern neue 
Therapieoptionen um der raschen Progression und dem aggressiven Verlauf 
der Erkrankung entgegen zu wirken. Da die Diagnose zumeist in erst späten 
Stadien erfolgt, in denen keine kurative Zielsetzung der Therapie mehr möglich 
ist, ist die klinische Erprobung neuer Therapievariationen von erheblicher 
Bedeutung. Gerade die Identifikation vorhandener EGFR-Mutationen bei 
Patienten mit Bronchialkarzinom ermöglicht die spezifische Therapie mit EGFR-
Inhibitoren bei einem relativ günstigen Nebenwirkungsprofil und in der Regel 
einer Verbesserung der Lebensqualität. 
Das Vorhandensein einer Mutation wird in der Literatur mit einem erhöhten 
Ansprechen auf die Monotherapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren und einem 
daraus resultierenden Überlebensvorteil, v.a. bei Patienten mit Exon 19-
Mutationen und Therapie mit Gefitinib, angegeben. Zwei Studiengruppen 
zeigten, dass Mutationen im Gen des EGFR die Ansprechrate auf die 
Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren (Gefitinib und Erlotinib) in Patienten 
mit fortgeschrittenem NSCLC signifikant erhöhen (Lynch et al. 2004; Paez et al. 
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2004). 85% der NSCLC-Patienten mit nachweisbarem Ansprechen auf diese 
Therapie haben somatische Mutationen in der Tyrosinkinasedomäne des EGFR 
(Han et al. 2005; Lynch et al. 2004; Mitsudomi et al. 2005; Mukohara et al. 
2005; Paez et al. 2004; Pao et al. 2004).  
Die Studie von Han et al., die Faktoren zur Prognose der Erkrankung an 
NSCLC untersuchten,  fanden 17 Mutationen in 90 untersuchten Patienten mit 
NSCLC. 11 Patienten mit Mutation (64.7%) sprachen auf die Monotherapie mit 
Gefitinib an. Im Gegensatz dazu zeigten nur 11 Patienten ohne Mutation 
(13.7%) ein klinisch signifikantes Ansprechen auf die Therapie. Die Zeit bis zur 
Erkrankungsprogression wird in der Gruppe der Patienten mit Mutation mit 21.7 
Monaten vs. 1.8 Monate bei den Patienten ohne Mutation angegeben. Die 
Gesamtüberlebenszeit unterscheidet sich in der Gruppe der Patienten mit 
Mutation mit 30.5 Monaten zu der Gruppe der Patienten ohne Mutation mit 6.6 
Monaten deutlich. Die Gefitinib-Monotherapie verspricht somit einen 
signifikanten Überlebensvorteil und einen klinisch besseren Verlauf bei NSCLC 
Patienten mit EGFR-Mutation (Han et al. 2005).  
Jackman et al. fanden in der Monotherapie mit Gefitinib heraus, das Patienten 
mit Exon 19-Deletion ein signifikantes längeres Gesamtüberleben im Vergleich 
zu Patienten mit Exon 21-Substitution aufweisen (38 vs. 17 Monate). Ebenfalls 
war die Ansprechrate auf die Therapie in der Gruppe der Exon 19-Mutation 
höher (73% vs 50% mit Exon 21-Mutation). Auch die Zeit bis zur Progression 
der Erkrankung war länger bei Patienten mit Exon 19-Mutation (24 vs. 10 
Monate). Weiterhin gibt die Studie Daten in der Ansprechrate zur Therapie mit 
den Tyrosinkinaseinhibitoren Gefitinib vs. Erlotinib an. 78% der Patienten 
sprachen auf die Gefitinib-Monotherapie an, 33% hingegen auf die Erlotinib-
Monotherapie. Es zeigte sich somit ein Überlebensvorteil für die Patienten mit 
Exon 19-Mutation im Vergleich zu Patienten mit Exon 21-Mutation an, sowie ein 
besseres Ansprechen auf die Therapie mit Gefitinib als mit Erlotinib (Jackman 
et al. 2006). Dieser Punkt ist von besonderer Bedeutung, da die 
Wirkmechanismen der beiden Substanzen identisch sind und es keine 
Erklärung für den Überlebensvorteil der Gefitinib-Monotherapie gibt.   
In der Studie von Lee et al. wurde der Zusammenhang zwischen EGFR-
Mutation und Ansprechen auf etablierte Chemotherapeutika untersucht. Die 
Patienten mit EGFR-Mutation zeigten keine Veränderung im klinischen 
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Ansprechen auf die Therapie mit etablierten Wirkstoffen wie platinum-
basierende Chemotherapeutika, sowie Paclitaxel und Gemcitabin im Vergleich 
zu Patienten ohne Mutation, welche dieselbe Therapie erhielten (Lee et al. 
2006). Daraus lässt sich schließen, dass Patienten mit EGFR-Mutation nur 
einen klinischen Vorteil im Ansprechen auf die Therapie und im 
Gesamtüberleben in der Monotherapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren und hier 
v.a. Gefitinib aufzeigen. Eine zusätzliche Kombination mit herkömmlichen 
Chemotherapeutika bringt in dieser Gruppe keine signifikanten Vorteile.   
Ein weiterer Ansatz in der „targeted therapy“, der monoklonale Antikörper 
Cetuximab, der in der Behandlung des kolorektalen Karzinoms zugelassen ist, 
findet sich in Phase 2 der klinischen Erprobung. Erste Ergebnisse in Studien an 
fortgeschrittenen NSCLC-Patienten zeigen sowohl in der Monotherapie als 
auch in der Kombination mit Carboplatin/Gemcitabin oder Carboplatin/Paclitaxel 
viel versprechende Ergebnisse bezüglich Ansprechrate, Verträglichkeit und 
Überleben (Hanna et al. 2006; Robert et al. 2005; Thienelt et al. 2005).  
Der rein experimentelle Ansatz von Mukohara et al. untersuchte die Wirkung 
von Gefitinib im Vergleich mit Cetuximab in Zellinien mit und ohne Mutation in 
vitro. Es zeigte sich eine signifikante Wachstumshemmung durch Apoptose 
induziert durch Gefitinib, nicht aber durch Cetuximab in Zellinien, die eine 
Mutation aufweisen (Mukohara et al. 2005). Bisher ist in der Literatur keine 
Studie beschrieben, die die Cetuximab-Monotherapie bei NSCLC-Patienten mit 
EGFR-Mutation behandelt. Aus dem experimentellen Ansatz von Mukuhara et 
al. lässt sich schließen, dass Patienten mit EGFR-Mutation keinen klinischen 
Benefit von einer Cetuximab-Monotherapie, im Gegensatz zur Gefitinib-
Monotherapie, haben.  
 
5.5. EGFR-Mutation und erworbene Resistenz gegen Tyrosinkinase- 
      inhibitoren       
 
Trotz der klinisch relevanten Ansprechraten auf die Therapie mit den 
Tyrosinkinaseinhibitoren kommt es zur Progression der Erkrankung. Ein Grund 
dafür wird in der erworbenen Resistenz gegen die Tyrosinkinaseinhibitoren 
vermutet. (Kobayashi et al. 2005; Pao et al. 2005) In mehreren Studien wird 
eine zweite  Punktmutation in Exon 20 (EGFR T790M) infolge der Therapie 
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beschrieben, die zu einer Aminosäurensubstitution von Methionin zu Threonin 
an Position 790 und somit zur Resistenz gegen Erlotinib und Gefitinib führt. 
Retrospektive Studien an Patienten mit Tyrosinkinaseinhibitoren-Therapie 
zeigen keine derartige Mutation vor Beginn der Therapie. Die genauen 
Mechanismen, die zur Ausbildung dieser Resistenz führen, sind noch nicht 
genau geklärt (Bell et al. 2005; Kobayashi et al. 2005; Pao et al. 2005; Segawa 
et al. 2006; Uramoto et al. 2006).  
 
5.6. Inzidenz der EGFR-Überexpression und -Amplifikation 
 
Aktuelle Studien untersuchten den Zusammenhang zwischen EGFR-
Expression mittels immunhistochemischer Färbung und genetischen Status 
mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). Die Überexpression, 
verursacht durch fehlerhafte Genregulation, führt zur vermehrten Herstellung 
eines Proteins in einer Zelle. Der Begriff der Genamplifikation beschreibt das 
mehrfache Vorhandensein eines Genes innerhalb des Gesamtgenoms. Die 
Genamplifikation kann ebenfalls mit einer vermehrten Expression einhergehen. 
Die Studie von Cappuzzo et al. untersuchten 102 Patienten mit NSCLC und 
Gefitinib-Monotherapie (250mg/ d). Eine Amplifikation im Gen des EGFR fand 
sich bei 33 Patienten (32%), eine EGFR-Überexpression bei 58 Patienten 
(59%) von 98 untersuchten Individuen. Bei Patienten mit EGFR-Expression und 
EGFR-Amplifikation wird die  Ansprechrate auf die Therapie, sowie das 
progressionsfreie Intervall signifikant verbessert (Ansprechrate 36% vs. 3%; 
progressionsfreies Intervall 9 vs. 2.5 Monate) im Gegensatz zu Patienten ohne 
EGFR-Expression. Der EGFR-Status korreliert jedoch nicht mit der 
Gesamtüberlebenszeit (Cappuzzo et al. 2005); (Tsao et al. 2005). Eine 
vermehrte Anzahl an Genkopien kommt v.a. bei Patienten mit EGFR-Mutation 
vor (Takano et al. 2005). Weder EGFR-Expression noch EGFR-Amplifikation 
sind mit Alter, Geschlecht oder Raucherstatus assoziiert (Hirsch et al. 2003). 
Eine hohe EGFR-Expressionsrate findet sich ausgeprägter in gut differenzierten 
Tumoren als in schlecht differenzierten, sowie häufiger in 
Plattenepithelkarzinomen (Dziadziuszko et al. 2006; Hirsch et al. 2003; Suzuki 
et al. 2005).   
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In unserer Studie wurde die immunhistochemische Färbung bei 4 Patienten 
durchgeführt. Diese Limitierung erfolgte aufgrund zu hoher Kosten des DAKO 
Färbekits. Die Ergebnisse zeigten keinen Zusammenhang zwischen EGFR-
Mutation und EGFR-Expression.  
 
5.7. Nebenwirkungen in der Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren 
 
Die häufigsten Nebenwirkungen in der Therapie mit den 
Tyrosinkinaseinhibitoren sind Akne-ähnliche Hautauschläge (8%), 
gastrointestinale Beschwerden, wie z.B. Diarrhöe (6%) und Leistungsabfall 
(13%) (Cohen et al. 2005).  Dudek et al. untersuchten retrospektiv 76 
vorbehandelte Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC auf die Ansprechrate 
von Gefitinib. Das Auftreten eines Hautauschlages wird mit Verlängerung des 
progressionsfreien Intervalls angegeben (6 Monate vs. 3 Monate bei Patienten 
ohne Hautausschlag). Demnach gehen Hautausschlag und ein Adenokarzinom 
in der Histologie mit einem klinischen Vorteil einher  (Dudek et al. 2006). In 
Verbindung mit der Gefitinib-Monotherapie wird die Lungenfibrose („interstitial 
lung disease“ ILD) als weitere mögliche Nebenwirkung (Inoue et al. 2003) mit 
einer Inzidenz von 2-5% angegeben (Inoue et al. 2003; Takano et al. 2004). 
Auch in unserer Klinik in Marburg konnte im Rahmen der Behandlung diese 
Nebenwirkung in Form der Lungenfibrose unter der Therapie mit Erlotinib 
nachgewiesen werden. Nach Absetzten der Therapie war die Lungenfibrose 
nicht weiter progredient (Bach et al. 2006). 
 
5.8. Weitere Tyrosinkinaseinhibitoren und Ausblick in die Zukunft 
 
Die Therapie mit den Tyrosinkinaseinhibitoren stellt neben den herkömmlichen 
Behandlungswegen eine neue therapeutische Modalität dar, die sich noch in 
der klinischen Erforschung befindet. Die spezifische Therapie gegen den EGFR 
unterscheidet vier verschiedene Ansätze: 
1. monoklonale Antikörper, die gegen die extrazelluläre Domäne des EGFR 
gerichtet sind, wie z.B Cetuximab 
Diskussion                                                                               EGFR-Mutationsanalyse in NSCLC 
 67
2. Moleküle, die gegen die interzelluläre Tyrosinkinasedomäne des EGFR 
gerichtet sind, wie z.B. die Tyrosinkinaseinhibitoren Gefitinib und 
Erlotinib 
3. Antisense-Oligonukleotide, die den EGFR inhibieren 
4. Antikörperbasierende Immunkonjugate, wie z.B. Immuntoxine, 
Immunradionukleotide oder Immunoliposomen, die den EGFR inhibieren 
 
In der klinischen Phase III-Erprobung befinden sich lediglich die unter Punkt 1 
und 2 aufgeführten Therapeutika. Gefitinib, Erlotinib, sowie die sich noch in der 
Entwicklung befindlichen Wirkstoffe PKI-166, GW572016 (Lapatinib) und 
ARRY-334543, die gegen den EGFR/ErbB-2 gerichtet sind, gehören in die 
Gruppe der reversiblen Tyrosinkinaseinhibitoren und befinden sich in klinischer 
Erprobung. Zu den irrversiblen Tyrosinkinaseinhibitoren zählen Canterinib, der 
einen Cysteinrest in der ATP-Bindungsstelle von EGFR und Her-2 alkyliert und 
somit die Autophosphorylierung inhibiert, sowie EKB-569, der gegen die EGFR- 
und HER-2-Tyrosinkinase gerichtet ist. EKB-569 wird derzeit in klinischen 
Phase II-Studien an Patienten mit fortgeschrittenem kolorektalen Karzinom und 
NSCLC getestet. Weitere Wirkstoffe, wie PD153035 und PD158780, finden sich 
in der präklinischen Erforschung (Marshall 2006). 
Die umfangreiche Studienlage zur Therapie des NSCLC mit 
Tyrosinkinaseinhibitoren lässt sehr viele Fragen offen. Die uneinheitlichen 
Ergebnisse bezüglich Ansprechrate und Überlebenszeit in der Monotherapie mit 
Gefitinib oder Erlotinib erfordern die weitere Suche nach prädikativen Faktoren, 
die ein Ansprechen auf die Therapie gewährleisten, sowie Nebenwirkungen 
möglichst gering halten. Der Zusammenhang der beschriebenen Faktoren ist 
unklar, ebenso der Grund für ein Ansprechen der Therapie in Subpopulationen 
der Patienten.  
Für die optimale Behandlung der Patienten mit NSCLC ist es notwendig, 
weitere molekulare und klinische  Charakteristika der auf die Therapie 
ansprechenden Subpopulation genau zu definieren, um den zukünftigen 
Patienten eine effektive und auf seine individuelle  Erkrankung zielgerichtete 
Behandlung zu gewährleisten. Die Identifikation spezifischer Subgruppen ist 
auch im Hinblick auf gesundheitsökonomische Fragen wichtig, um die hohen 
Therapiekosten auf die Gruppe der Patienten einzugrenzen, bei denen ein 
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Ansprechen des Tumors erwartet werden kann. In der aktuellen Studienlage 
wird bereits eine Subgruppe, die von dieser Therapieoption profitiert, 
beschrieben. Dabei handelt es sich um junge, nichtrauchende Frauen, die 
überdurchschnittlich häufig eine Mutation aufweisen und auf die Therapie mit 
den Tyrosinkinaseinhibitoren ansprechen. Zielsetzung sollte nun sein, einerseits 
weitere therapeutische Optionen und somit andere Angriffswege gegen die 
Tumoraktivität zu ermöglichen, aber andererseits auch weitere Patienten-
charakteristika zu definieren, um die Subgruppen mit Ansprechen auf die 










Das Bronchialkarzinom ist mittlerweile in den Vereinigten Staaten die häufigste 
Todesursache maligner Neoplasien bei Männern und Frauen. Trotz 
umfassender Veränderungen in der Diagnostik und Therapie hat sich die 
Prognose in den letzten Jahren kaum verändert. Nur wenige Patienten haben 
die Aussicht auf Heilung. Die Verbesserung der individuellen Prognose ist Ziel 
vieler wissenschaftlicher Studien.  
Daher war das Ziel der vorliegenden Arbeit die Etablierung einer möglichst 
sensitiven Mutationsanalyse bei Patienten mit diagnostiziertem 
Bronchialkarzinom und eine eventuelle von der herkömmlichen Chemotherapie 
abweichende wirksamere Therapieoption zu gewährleisten. Dazu wurden 
retrospektiv 62 Patientenproben mittels SSCP- und Sequenzanalyse auf 
Mutationen im Gen von Exon 19 und 21 untersucht. Mit den von uns 
durchgeführten Methoden konnten bei 11% der Patienten Mutationen detektiert 
werden. Dieses Ergebnis entspricht den gefundenen Werten in der aktuellen 
Studienlage. Die durchgeführten Methoden dieser Arbeit sind praktisch 
orientiert und für den wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn, sowie für die 
Analyse von weiteren Patienten geeignet.   
Die Entwicklung zielgerichteter Medikamente, die auf molekularer Ebene direkt 
an der Zielstruktur wirken, zählt zu den neuen Therapieoptionen. Dazu gehören 
die Tyrosinkinaseinhibitoren Erlotinib und Gefitinib, die über Blockierung des 
EGFR das pathologisch gesteigerte Wachstumssignal verringern und somit 
Zellproliferation, Angiogenese, verminderte Apoptose und erhöhte 
Metastasierungsrate des Tumors inhibieren. Die Blockierung des EGFR ist von 
besonderer Bedeutung, da diese Struktur bei einer Vielzahl von malignen 
Neoplasien überexprimiert ist. Eine weitere Besonderheit sind die in der 
Tyrosinkinasedomäne des EGFR vorkommenden somatischen Mutationen. 
Zahlreiche Studien haben eine Subgruppe von Patienten definiert, die diese 
Mutationen  überdurchschnittlich häufig aufweisen und eine besonders hohe 
Ansprechrate auf die Therapie mit den Tyrosinkinaseinhibitoren aufzeigen. 
Charakteristika dieser Subgruppe sind das weibliche Geschlecht,  asiatische 
Herkunft, Nichtraucher-Status und ein Adeno-Ca in der Anamnese. Zielsetzung 
der aktuellen Forschungslage sollte nun die Erprobung weiterer therapeutischer 
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Angriffspunkte auf molekularer Ebene sein, sowie die Identifikation neuer 
Subgruppen, um möglichst jedem Patienten eine auf seine Erkrankung 
optimierte Therapie zu ermöglichen. Gerade in der individuellen Tumortherapie 
basierend auf molekularen Alterationen und damit einhergehend die 
Identifikation neuer Subgruppen, findet sich eine Chance zur Verbesserung der 
Therapie der Patienten mit Bronchialkarzinom.  In Kombination mit etablierten 
Standardverfahren wie Chirurgie, Chemotherapie und Strahlentherapie lassen 
sich zukünftig möglicherweise bessere Behandlungsresultate erzielen.  
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PCR-Gerät (Perkin Elmer 9600)   Applied Biosystems, Kalifornien, USA 
 
Zentrifuge  Eppendorf, Hamburg; Beckmann 
Coulter, Krefeld, Deutschland 
 
Transilluminator UVT 2035   Herolab, Wiesloch, Deutschland 
 
UV- Kamera      Polaroid, Dreieich-Sprendlingen,                                           
                                                                                         Deutschland 
 
Chemikalien (bezogen über die Apotheke, Klinikum Marburg) 
     
APS 10%ig =  Ammoniumperoxodisulfat  Bio-Rad, Kalifornien, USA   
    
Destilliertes Wasser     Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
 
EDTA = Ethylendiamintetraessigsäure    
 
Ethanol       Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
Ethidiumbromid      Promega, Mannheim, Deutschland 
 
Isopropanol      Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
PAA- (Polyacrylamid-) Lösung 30%ig    Bio-Rad, Kalifornien, USA 
 
Polyacrylamidgel     Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
 
 
SDS-Lösung = Sodium Dodecyl Sulfate  
= Natriumlaurylsulfat      
 
TBE = TRIS-Borat-EDTA-Puffer    Bio-Rad, Kalifornien, USA 
 
TEMED = Tetramethylethylendiamin    Bio-Rad, Kalifornien, USA 
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Xylol       Merck, Darmstadt, Deutschland  
 
Ausstattung des Zubehörs 
 
EGFRpharmDxTM (Code K1492)   DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 
 
PCR-Kit (Part No. N808-0166)    Applied Biosystems, Kalifornien, USA 
 
QiaPCR-Purification Kit (Cat.No. 28104)  Qiagen, Hilden, Deutschland 
 
QIAamp® DNA Mini Kit (Cat.No. 51306)  Qiagen, Hilden, Deutschland 
 
QIAquick® Spin Kit (Cat.No. 27106)   Qiagen, Hilden, Deutschland 
 
Qiagen Plasmid Maxi Kit (Cat.No. 12163)  Qiagen, Hilden, Deutschland 
 
Topo TA Cloning® Kit (Cat.No. KNM 4550-01)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
 






Proteinkinase K (Cat.No. 19131)   Qiagen, Hilden, Deutschland 
 
Restriktionsendonuklease EcoRI (Cat.No. 15202-013) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
 
Taq- Polymerase (Part No. N8080171)   Applied Biosystems, Kalifornien, USA 
 





AE- Puffer, AL- Puffer, ATL- Puffer, N3- Puffer , P1- Puffer, P2- Puffer, P3- Puffer, PB- Puffer, 
PCR- Puffer, PE- Puffer, QB- Puffer, QBT- Puffer, QC- Puffer, TAE- Puffer   
   
Firma Qiagen, Hilden, Deutschland 
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